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CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS COM
POTENCIAL DE APLICACAO EM BIORREFINARIA

RESUMO - O cenério atual do uso de biocatalisadores em processos
industriais movimenta a busca por novas enzimas, principalmente as que sao capazes
de degradar material lignocelulésico potencialmente utilizado na producdo de
biocombustiveis e outros produtos de alto valor agregado. O etanol de segunda
geracéo é considerado um substituto sustentavel aos combustiveis fosseis, devido ao
processo ser desenvolvido a partir de residuos agroindustriais. No entanto, a producao
deste biocombustivel detém diversos interferentes proprios do processo de producéo,
gue contribuem para impulsionar a busca e o aperfeicoamento de enzimas a fim de
torna-las mais estaveis e eficientes. As enzimas 3-glicosidase, B-xilosidase e lacase
apresentam um amplo potencial biotecnoldgico, principalmente no que diz respeito a
sacarificacdo da biomassa lignocelulésica. A resolugcdo da estrutura tridimensional
destas enzimas é de grande relevancia, pois permite compreender alguns dos
inUmeros mecanismos biolégicos destas macromoléculas, como a especificidade da
enzima pelo substrato, relacdo estrutura-funcédo, arquitetura proteica e centros
cataliticos. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo expressar, purificar e
caracterizar estruturalmente as enzimas [-glicosidase, B-xilosidase e lacase. A
enzima [-glicosidase tolerante e estimulada pela glicose (Bgl0) foi expressa e
purificada em alta concentracdo e submetida a ensaios de cristalografia e difracdo de
raios-X que forneceram dados de difracdo a uma resolucdo de 2,3 A e permitiram
determinar sua estrutura tridimensional. A estrutura proteica apresentou
caracteristicas estruturais conservadas entre as B-glicosidases GH1 tolerantes e
estimuladas pela glicose. Além disso, seus dados estruturais forneceram percepcoes
importantes sobre alguns dos mecanismos biologicos envolvidos na toleréncia e
estimulo pela glicose desta molécula, tais como a configuracéo do canal do sitio ativo
e a presenca de residuos “gatekeepers”, 0s quais regulam a passagem e a orientacéo
da glicose. A enzima B-xilosidase (BXil), por sua vez, teve sua caracterizacao
estrutural realizada através de abordagens in silico e estudos de ancoragem
molecular, os quais forneceram informacdes importantes sobre esta molécula, tais
como a arquitetura de dominios composta pela repeticdo de dois dominios tipicos de
GH43 conservados e até hoje ndo caracterizados; a disposi¢cao do seu sitio catalitico
e 0s principais residuos envolvidos em interacdes com diferentes substratos. A
expressdo da enzima BXil ocorreu em corpos de inclusédo e, assim, sua extracdo foi
realizada através de métodos desnaturantes com otimizacdo de protocolo e submetida
a ensaios de cristalografia, no entanto, ndo ocorreu a formacao de cristais. Sendo
assim, novas abordagens para obtencdo da proteina soltuvel estdo sendo realizadas,
a fim de sustentar a caracterizacao in silico e desvendar a fungéo e a interacao entre
seus dominios a partir de caracterizagao cinética e estrutural. Por ultimo, a enzima
lacase (LacMeta), também foi submetida & ensaios de cristalografia e difracdo de
raios-X com dados coletados a uma resolucéo de 1,8 A. Apesar disso, no foi possivel
determinar a estrutura da LacMeta através do método de substituicAo molecular
devido a falta de um modelo de fase adequado no Banco de Dados de Proteinas.
Diante disso, sera necessaria a realizacdo de novos ensaios para obtencéo de cristais
derivados com selenometionina para obtencéo das fases e determinacao da estrutura.
Este trabalho de caracterizagdo permitiu elucidar algumas caracteristicas estruturais



destas macromoléculas, conhecimento este que podera ser Gtil para potencializar

suas propriedades cataliticas de acordo com propdsitos especificos para aplicacao
biotecnolégica em biorrefinaria.

Palavras-chave: biotecnologia, cristalografia de raios-X, enzimas
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF LIGNOCELLULOLYTIC ENZYMES
WITH POTENTIAL APPLICATION IN BIOREFINERY

ABSTRACT - The current scenario of the use of biocatalysts in industrial processes
moves the research in the search for new enzymes, especially those that are capable
of degrading lignocellulosic material potentially used in the production of biofuels and
other products with high added value. Second generation ethanol is considered a
sustainable substitute for fossil fuels, due to the process being developed from agro-
industrial waste. However, the production of this biofuel has several interferents hat
part of the production process, which contribute to boost the search and the
improvement of enzymes in order to make them more stable and efficient. The
enzymes [3-glycosidase, (-xylosidase and laccase have a wide biotechnological
potential, mainly with regard to the saccharification of lignocellulosic biomass. The
resolution of the three-dimensional structure of these enzymes is of great relevance,
as it will allow us to understand some of the innumerable biological mechanisms of
these macromolecules, such as the substrate specificity, structure-function
relationship, protein architecture and catalytic centers. Thus, the present study aimed
to express, purify and structurally characterize the enzymes [-glycosidase, B-
xylosidase and laccase. The glucose-stimulated and tolerant p-glucosidase enzyme
(Bgl0) was expressed and purified in high concentration and subjected to
crystallography and X-ray diffraction tests that provided diffraction data for a resolution
of 2.3 A and allowed to determine its three-dimensional structure. The protein structure
showed structural characteristics conserved among tolerant and glucose-stimulated
GH1 B-glycosidases. In addition, its structural data provided important insights into
some of the biological mechanisms involved in glucose tolerance and stimulation of
this molecule, such as the configuration of the active site channel and the presence of
gatekeeper’s residues, which regulate the passage and orientation glucose. The [3-
xylosidase enzyme (BXil), in turn, had its structural characterization carried out through
in silico approaches and molecular docking studies, which provided important
information about this molecule, such as the domain architecture composed by the
repetition of two typical domains of conserved and not yet characterized GH43; the
disposition of its catalytic site and the main residues involved in interactions with
different substrates. The expression of the BXil enzyme occurred in inclusion bodies
and, therefore, its extraction was performed through denaturing methods with protocol
optimization and subjected to crystallography tests, however, crystal formation did not
occur. The factors that may explain the absence of crystals may be related to the
characteristics of the sample obtained from denaturing extractions, being
homogeneity, concentration and even its intrinsic characteristics. Therefore, new
approaches to obtain the soluble protein are being carried out, in order to support the
characterization in silico and unveil the function and the interaction between its
domains based on kinetic and structural characterization. Finally, the laccase enzyme
(LacMeta) was also subjected to crystallography and X-ray diffraction tests with data
collected to a resolution of 1.8 A. Despite this, it was not possible to determine the
structure of LacMeta using the molecular substitution method, due to the lack of a
suitable phasing model in the Protein Data Bank. Therefore, it will be necessary to
carry out new tests to obtain crystals derivatized with selenomethionine to obtain the
phases and determine the structure. This characterization work allowed to elucidate
some structural characteristics of these macromolecules, a knowledge that could be
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useful to enhance their catalytic properties according to specific purposes for
biotechnological application in biorefinery.

Keywords: biotechnology, X-ray crystallography, enzymes



LISTA DE ABREVIATURAS

A: Angstrém

ABTS: 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
Bis-tris: 2,2-Bis(hidroximetil)-2,2',2"-nitrilotrietanol
CBM: “Carbohydrate-Binding Module”

CO2: géas carbdnico

CTAB: brometo de cetiltrimetilamonio

de sodio

DNA: acido desoxirribonucleico

DO: densidade Optica

DTT: ditiotreitol

EC: “Enzyme Commission”

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

IMAC: cromatografia de afinidade de ions metalicos imobilizados
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

kDa: kilodaltons

LB: Luria Bertani

M: molar

mg: miligrama

mM: milimolar

NCBI: “National Center for Biotechnology Information”
ORF: Open Reading Frame

p/v: peso por volume

pb: pares de bases

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PDB: Protein Data Bank

PEG: polietilenoglicol

pH: potencial hidrogenibnico - log [H*]

pl: ponto isoelétrico

pKa: constante de ionizag&o

pNP: p-nitrofenol

PVDF: fluoreto de polivinilideno

QMEAN: Qualitative Model Energy Analysis
RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD: Root Mean Square deviation

RNA: &cido ribonucleico

rpm: rotacdes por minuto

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-Page: eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato

SEC: cromatografia por exclusao de tamanho
SLAC: “small laccase”

Tris: tris[hidroximetillaminometano

Kg: micrograma

pL: microlitro

v/v: volume por volume

viii



<s<40VTVOTVZZIrX"ITOTMMOO>

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lis
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Abreviatura dos aminoacidos

Alanina
Cisteina

Acido aspartico
Acido glutamico
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina

Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano
Tirosina



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

O elevado poder biotecnoldgico das enzimas tem atraido atencdo de
pesquisadores na busca por variedades mais eficientes e capazes de reduzir o custo
de produg&o nos mais diferentes setores.

As enzimas sdo aplicadas nos processos de producdo de biocombustiveis
(Robak e Balcerek, 2018); no tratamento de aguas residuarias (Cammarota e Freire,
2006; Unuofin et al., 2019); industrias téxteis (Madhavan et al., 2017); indUstrias de
papel e celulose para o biobranqueamento e melhoria da qualidade da polpa (Maijala
etal., 2008; Choi et al., 2015); em industrias alimenticias para producao de prebioticos,
adocantes de baixa caloria e acucares raros (Akoh et al., 2008); industrias de bebidas
para melhorar o rendimento e sua qualidade (Uzuner e Cekmecelioglu, 2018);
industrias farmacéuticas (Choi et al., 2015); na quimica fina para producdo de
compostos ativos enantiopuros (Nestl et al., 2011); industrias de racao animal para
aumentar a digestibilidade e absorcéo de nutrientes (Ojha et al., 2018), dentre outros.

O uso de enzimas na biocatdlise industrial é vantajoso e sustentavel uma vez
gque operam em condicbes de reacdo mais leves, operam com eficiéncia e
especificidade, possuem rotas de producdo mais simples, reduzem a geragcao de
residuos téxicos e poluentes e reduzem o tempo dos processos (Akoh et al., 2008;
Wohlgemuth, 2010; Choi et al., 2015).

Apesar das inUmeras vantagens, a digestdo enzimatica se configura em um
desafio financeiro para sua utilizacdo em escala industrial, considerando que o custo
das enzimas ainda é considerado oneroso, especialmente devido a necessidade de
importacdo e as constantes necessidades de aprimoramentos das formulacdes
comerciais sob finalidade de torna-las mais efetivas e estaveis perante condi¢des
adversas do proprio processo em que participam (Dos Santos et al., 2016; Johnson,
2016; Branco et al., 2019). Estes sao os principais fatores que tém impulsionado a
busca por novas enzimas e 0 avanco da engenharia enzimatica, a fim de obter

enzimas mais robustas, estaveis, efetivas e de baixo custo de producéo.



A biologia estrutural € a area responsavel por decifrar e compreender a
estrutura molecular e a dindmica de macromoléculas biolégicas e como sua funcéo
pode ser afetada por alterac6es em suas estruturas. As estruturas de proteinas podem
ser obtidas a partir de abordagens computacionais, com a predi¢cdo de estruturas, ou
experimentalmente, através da cristalografia de raios-X, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) ou microscopia crioeletronica (cryo-EM).

As informacdes estruturais servem como base para inUmeros campos de
pesquisa, destacando-se aqueles relacionados a biotecnologia, que auxiliam na
descoberta e no desenho de novas drogas e auxiliam no entendimento de interacdes
e relacdes estrutura-funcdo de proteinas a nivel molecular (Nitta et al., 2018). A
engenharia de proteinas também utiliza estas informacdes a fim de aprimorar
propriedades especificas de enzimas de interesse biotecnolégico, como por exemplo
termoestabilidade e maior atividade catalitica.

O entendimento dos mecanismos moleculares de enzimas que atuam na
desconstrucdo da biomassa lignoceluldsica € de grande importancia para as industrias
de biocombustiveis e bioprocessos, pois contribuem para a inovagéo tecnoldgica e
favorecem a producéo de catalisadores mais eficientes e de baixo custo.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo expressar, purificar e
caracterizar estruturalmente as enzimas B-glicosidase, p-xilosidase e lacase. Em um
primeiro estudo, uma [-glicosidase tolerante e estimulada pela glicose (Bgl0),
proveniente de DNA metagendmico de solo e anteriormente caracterizada através de
estudos cinéticos, foi submetida a ensaios de cristalografia e difracdo de raios-X e
estudos de ancoragem molecular (Capitulo 2). Os melhores dados de difracdo foram
coletados a uma resolu¢cdo de 2,3 A e permitiram determinar sua estrutura
tridimensional. A Bg10 apresentou caracteristicas estruturais conservadas entre as [3-
glicosidases GH1, como por exemplo, a presenca de enovelamento classico do tipo
TIM barril (B/a)s. Além disso, foi possivel observar caracteristicas importantes sobre a
conformacao do seu canal catalitico e a presenca de residuos envolvidos na tolerancia
a glicose. Os estudos de ancoragem molecular permitiram observar o modo de ligacao
da glicose e outros substratos no sitio ativo, bem como identificar os residuos de
aminoacidos envolvidos em possiveis interacdes proteina-ligante. As propriedades

estruturais observadas na Bgl0 séo caracteristicas de GHL1 tolerantes e estimuladas



pela glicose, o que corrobora com estudos de cinética enzimatica realizados
anteriormente. Estes resultados forneceram percepcdes importantes sobre as
caracteristicas estruturais desta molécula envolvidos na tolerancia e estimulo pela
glicose, as quais podem ser modificados através de engenharia de proteinas a fim de
melhorar a atividade catalitica e a tolerancia a glicose.

Em outro trabalho, uma B-xilosidase microbiana (BXil), anotada e prospectada
no genoma de Chitinophaga sp., foi caracterizada estruturalmente através de
abordagens in silico e estudos de ancoragem molecular (Capitulo 3). A enzima,
denominada BXil, apresentou uma arquitetura de dominios néo caracterizada até o
momento constituido pela repeticdo de um dominio hélice beta caracteristico de uma
Glicosil Hidrolase da familia 43. Além disso, foi possivel prever a disposicdo de seu
sitio ativo e o0s principais residuos envolvidos em interacbes com diferentes
substratos. Estes resultados forneceram informacfes importantes sobre a estrutura
geral da enzima BXil, no entanto, a funcdo de seu dominio N-terminal ndo p6de ser
esclarecida, sendo necessérios estudos adicionais de cristalografia e cinética
enzimatica dos dominios individuais e em conjunto.

Com intuito de compreender a funcdo desta arquitetura de dominios e a
interacdo entre eles, a BXil foi submetida a ensaios de expressao heteréloga a fim de
caracteriza-la através de estudos cinéticos e estruturais (Capitulo 4). A enzima BXil
foi expressa em corpos de inclusdo e inUmeras alternativas para melhorar a
solubilidade foram realizadas, no entanto, todas sem sucesso. Diante disso, sua
extracao foi realizada através de diferentes métodos desnaturantes e de renaturacéo
proteica a fim de estabelecer um protocolo adequado. Em seguida, a enzima foi
submetida a purificacdo e ensaios de cristalografia. Embora o protocolo de extracdo
desnaturante e renaturagdo proteica tenha resultado na obtencdo da proteina na
forma ativa, ndo ocorreu a formacdo de cristais durante o periodo de analises e,
portanto, nao foi possivel realizar os ensaios de difracao de raios-X. Os fatores que
podem explicar a auséncia de cristais podem estar relacionados as caracteristicas da
amostra proteica, como homogeneidade, concentracéo e até mesmo caracteristicas
intrinsecas da enzima, como a presenc¢a de um “linker” demasiado grande entre os
dominios, impedindo-os de assumirem uma orientacdo relativa uniforme e,

consequentemente, impedir a cristalizacdo. Sendo assim, novas abordagens para



obtencédo da proteina sollvel estdo sendo realizadas com os dominios separados
através da técnica do truncamento incremental aleat6rio da sequéncia do gene alvo
(Hart e Tarendeau, 2006). Esta técnica gera milhares de constru¢des possiveis
utilizadas para rastrear uma construcao soluvel. A partir destes resultados espera-se
poder desvendar a funcéo e a interacdo entre seus dominios a partir de caracterizacao
cinética e estrutural.

Finalizando os esforcos empreendidos em elucidar aspectos estruturais de
enzimas de interesse biotecnolégico, uma “small” lacase proveniente de DNA
metagendémico de solo (LacMeta), anteriormente caracterizada através de estudos
cinéticos, foi submetida a ensaios de cristalografia e difracédo de raios-X (Capitulo 5).
A formacgéo dos cristais ocorreu com sucesso e 0s melhores dados de difragdo foram
a uma resolucdo de 1,8 A. Algumas tentativas de determinacido da estrutura foram
realizadas, no entanto, o método de substituicdo molecular ndo foi eficiente,
principalmente devido a falta de um modelo de fase adequado no Banco de Dados de
Proteinas. A baixa similaridade de sequéncia é uma caracteristica comum entre
“Multicopper oxidases” que costumam compartilhar conservagdo elevada restrita a
dominios cataliticos, além disso, estes resultados corroboram com os estudos
anteriores que indicaram que a LacMeta se trata de uma enzima ainda nao descrita.
Assim, é necessaria a realizacdo de novos ensaios através de outra técnica, onde
cristais derivados com selenometiona séo utilizados para obtencdo das fases e
determinacao da estrutura (Hendrickson et al., 1990).

De modo geral, este estudo de caracterizacao elucidou algumas caracteristicas
estruturais das enzimas [-glicosidase, B-xilosidase e lacase. Este conhecimento
podera ser Util para potencializar as propriedades cataliticas destas macromoléculas
de acordo com propdsitos especificos para aplicacéo biotecnoldgica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Composicao da biomassa lignocelulésica

Diversos tipos de residuos lignocelulésicos estdo disponiveis no Brasil, como

residuos florestais e agricolas, sendo o bagaco e a palha da cana-de-acucar oriundos



das industrias de acucar e etanol os mais abundantes. Isto deve-se ao fato que o
Brasil produz quase 747 milhdes de toneladas de cana-de-acucar por ano (Food and
Agriculture Organization FAO, 2018). A biomassa lignocelulosica € uma fonte
abundante de acUcares renovaveis e é composta principalmente por celulose (30-
50%), hemicelulose (15-35%) e lignina (10-30%) (Zheng et a., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Composicdo geral da biomassa lignocelulésica representando as fracdes de
celulose, hemicelulose e lignina. Adaptado de (Rubin, 2008).

A celulose € composta por um homopolissacarideo linear formado por
subunidades de D-glicose unidos entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo p-1,4
(Pérez et al., 2002). Apresenta regides altamente ordenadas e cristalinas que séo
insolaveis e resistentes a degradacéo quimica e enzimatica, além de regides amorfas
com estrutura desorganizada (Horn et al., 2012).

A hemicelulose é o segundo maior componente da parede celular vegetal e a
xilana é seu principal constituinte. A estrutura de sua cadeia principal € composta por



residuos de [B-xilopiranose unidos por ligagao glicosidica do tipo B (1-4), podendo
apresentar substituicbes nas cadeias laterais entre diferentes espécies de plantas
(Wang et al., 2014). Estas substituicdes ocorrem em diversas posi¢des por diferentes
grupos e cada tipo de substituicdo categoriza a xilana entre homoxilana, arabinoxilana,
glucuronoxilana e glucuronoarabinoxilana (Wang et al., 2014; Chakdar et al., 2016).
Além disso, as moléculas da xilana formam ligacdes covalentes com os residuos
fendlicos da lignina (Kamble e Jadhav, 2012). A heterogeneidade da xilana é resultado
de diferentes tipos de ligagbes e ramificacbes que, do mesmo modo que a celulose
cristalina, forma uma barreira fisica que interfere na sua solubilidade e dificulta a
degradacdo enzimética (Ebringerova e Heinze, 2000).

A lignina, por sua vez, é um polimero aromético muito abundante na natureza
e pode apresentar diferentes unidades monomeéricas e tipos de ligacdo em diferentes
espécies de plantas (Pollegioni et al., 2015). E formada por unidades de fenilpropano,
incluindo &lcool p-cumarilico, alcool sinapilico e alcool coniferilico, conectadas por
ligacbes C-C e C-O-C (Zheng et al., 2017) (Figura 2). Sua estrutura heterogénea
complexa é altamente recalcitrante, no entanto, organismos como os fungos de
podriddo branca (como Pleurotus sp.), actinomicetos (como Streptomyces sp. e
Rhodococcus sp.), e proteobactérias (Pseudomonas e Enterobacter) produzem

enzimas oxidativas eficientes para sua degradacédo (Wong, 2009; Lee et al., 2019).
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura da lignina e das unidades de
fenilpropano. Adaptado de (Christopher et al., 2014).

2.2. Enzimas envolvidas na sacarificacdo da biomassa lignocelulésica

As enzimas sao classificadas em 6 grandes classes de acordo com o tipo de

reacdo que catalisam (Tabela 1). Cada uma das classes recebe uma codificacao

numeérica definida pela “Enzyme Commission”, que corresponde ao numero E.C.

Tabela 1. Classificacdo enzimética de acordo com a “Enzyme Commission”.

CLASSES

REACAO

EC 1.
EC 2.
EC 3.
EC 4.
EC5.
EC 6.

Oxidoredutases
Transferases
Hidrolases
Liases
Isomerases

Ligases

Catalisam reacdes de oxirredugéo

Catalisam a transferéncia de grupos entre moléculas
Catalisam a reacao de hidrdlise de varias ligacdes

Catalisam a clivagem de ligagGes covalentes

Catalisam a transferéncia de grupos em uma mesma molécula.

Ligam as moléculas por meio de ligagdes covalentes

A complexidade estrutural da biomassa lignocelulésica requer a acdo sinérgica

de varias enzimas atuando em diferentes pontos da sua estrutura. As principais

enzimas envolvidas na sacarificacdo da biomassa sédo as hidrolases (EC 3), que



atuam na quebra de ligac@es glicosidicas e sédo produzidas pincipalmente por fungos
e bactérias. Enzimas pertencentes a outras classes também atuam na desconstrucéo

da biomassa, tais como enzimas de atividade auxiliar (2.2.3).

2.2.1. Celulases

As enzimas que atuam em pontos especificos da celulose para sua conversao
em glicose sao as endo-1,4—B-glicanases (EC 3.2.1.4); exo-1,4-B-glicanases né&o
redutoras (EC 3.2.1.91), exo-1,4-B-glicanases redutoras (EC 3.2.1.176) e B-
glicosidases (EC 3.2.1.21) (Figura 3). Estas enzimas estéo distribuidas em diferentes
familias de Glicosil Hidrolases (GHs) de acordo com o banco de dados CAZy

(“Carbohydrate-Active enZYmes Database”, http://www.cazy.org/), que classifica as

enzimas em diferentes familias com base na sequéncia, especificidade e estrutura 3D

de enzimas ativas em carboidratos.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos pontos de atuacao das celulases. Fonte:
Bacovsky et al. (2010).

As endo-1,4—-B-glicanases (EC 3.2.1.4), também chamadas de celulases,

possuem funcdo primordial durante a hidrolise, sendo responsavel pela quebra


http://www.cazy.org/

randémica das ligacdes internas do polimero de celulose, expondo as extremidades
redutoras e nado redutoras para degradacdo subsequente. Até o momento, estas
enzimas estao distribuidas em 15 familias de GHs (5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45, 48,
51, 74, 124 e 148). Por sua vez, as exo-1,4-B-glicanases, ou celobiohidrolases (CBH),
atuam nas extremidades nao redutoras (EC 3.2.1.91) e redutoras (EC 3.2.1.176) da
cadeia liberando unidades de celobiose (Sharma et al., 2018) e estdo distribuidas
entre as familias de GHs 5, 6 e 9 e nas familias 7, 9 e 48, respectivamente.

As B-glicosidases, ou celobiases (EC 3.2.1.21), atuam na hidrolise de residuos
nao redutores de celobiose e celobio-oligossacarideos liberando unidades de glicose
e pertencem a diversas familias de GHs (1, 2, 3, 5, 9, 16, 30, 39 e 116). As -
glicosidases pertencentes a familia 1 sdo alvos de inUmeras pesquisas académicas,
pois possuem caracteristicas de tolerancia a glicose e ao etanol. Esta caracteristica
resulta na sua exploracéo para a sacarificacdo de fibra de celulose nas industrias de
etanol de segunda geracdo, no processamento de bebidas alcéolicas, como a
maturacao de vinhos para acelerar o envelhecimento através da quebra de compostos
glicosidicos precursores de sabor (Gomes-Pepe et al.,, 2016). Deste modo, [-
glicosidases tolerantes ao etanol e estimuladas pela glicose séo de grande interesse
biotecnoldgico, pois podem ser mais eficientes durante o processo de degradacéo do

substrato e reduzir os custos de producao.
2.2.2. Hemicelulases
Devido a heterogeneidade de sua estrutura, a hidrolise completa da xilana

requer um grupo de enzimas que atuam sobre sua estrutura principal, além de

enzimas acessorias que atuam sinergicamente nos pontos de ramificagdo (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica de parte da estrutura quimica da xilana e
pontos de atuacéo das enzimas (adaptado de KALIM et al., 2015).

As endo-1,4-B-xilanases (ou comumente descritas xilanases) e as [-D-
xilosidases atuam em sinergia na hidrélise da cadeia principal de xilana liberando
unidades simples de xilose e xilo-oligossacarideos de diferentes tamanhos.

As xilanases (E.C. 3.2.1.8) estéo envolvidas na hidrdlise randémica de ligacdes
glicosidicas B-1,4 entre residuos de xilose na cadeia principal da xilana (Figura 3).
Estas enzimas sdo agrupadas nas familias 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 16, 26, 30, 43, 44, 51,

62, 98 e 141 de GHs (http://www.cazy.org/). As xilanases mais estudadas pertencem

as familias GH10 e GH11 com mais de 300 sequéncias génicas conhecidas (Shallom
e Shoham, 2003). Os membros da familia GH10 possuem massa molecular de
>30 kDa, ponto isoelétrico (pl) acido, enquanto que os membros da familia GH11
possuem massa molecular de <30 kDa e pl basico (Polizeli et al., 2005; Kocabas et
al., 2015).

As B-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), ou somente xilosidases, também atuam sobre
a cadeia principal da xilana e estdo envolvidas na hidrolise de ligagées B- 1,4 de xilo-
oligossacarideos e xilobiose liberando unidades simples de xilose (Knob et al., 2010;
Juturu e Wu, 2012) (Figura 4). Estas enzimas pertencem a diversas familias de GHs
(1, 2, 3, 5, 10, 30, 39, 43, 51, 52, 54, 116 e 120, http://www.cazy.org/), das quais os
membros pertencentes a familia 43 catalisam a hidrolise da ligacdo glicosidica
inveretendo a configuracdo do carbono anomeérico do substrato (Till et al., 2014).

Algumas xilosidases da familia GH43 apresentam atividade bifuncional para

arabinofuranosidase e B-xilosidase, principalmente em substratos de aril-glicosideo
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(Falck et al., 2016). Isso pode ser explicado pelas semelhancas espaciais das ligacdes
glicosidicas e grupos hidroxilas entre os residuos de D-xilopiranose e L-
arabinofuranose (Shallom e Shoham, 2003; Huy et al., 2013).

A acao sinérgica das xilanases e 3-xilosidases aumenta a eficiéncia da hidrélise
da xilana e, consequentemente, eleva a producdo de acucares fermentesciveis. Isto
€ possivel gragas a acgao catalitica das [-xilosidases que hidrolisa os xilo-
oligossacarideos que inibem as endoxilanases e limitam a hidrélise da xilana (Polizel
et al., 2005; Knob et al., 2010; Canilha et al., 2012; Juturu e Wu, 2012). Em vista disso,
as xilosidases sdo consideradas essenciais para o complexo xilanolitico e tém-se
tornado alvo de pesquisas académicas e industriais, principalmente para o
desenvolvimento de bioprocessos e produtos, como na industria de celulose e papel,
na industria de alimentos e bebidas e ra¢do animal.

As demais enzimas envolvidas na hidrolise completa da xilana atuam sobre os
varios substitutos das cadeias laterais em sua estrutura. O grupo das enzimas
acessorias inclui a-L-arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55), a-D-glucuronidases
(E.C.3.2.1.139), acetil-xilana-esterases (E.C. 3.1.1.72) e feruloil-esterases (EC.
3.1.1.73) (Collins; Gerday; Feller, 2005; Moreira; Filho, 2016; Wang, Guozeng et al.,
2014).

As enzimas acessorias a-L-arabinofuranosidases pertencem a classe das GHs
e atuam na hidrélise de residuos terminais nédo redutores de a-L-arabinofuranose em
arabinoxilanas (Saha, 2000). As a-glucuronidases, por sua vez, sdo responsaveis pela
remocao dos grupos laterais de &cido D-glucurdnico através da hidrélise de ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,2 (Septiningruma et al., 2015; Yan et al., 2017). Acetil-xilana-
esterases catalisam a hidrélise de ligacdes ésteres liberando acido acético de acetil
xilano (Adesioye et al., 2016).

O &cido ferdlico é o &cido hidroxicinAmico mais abundante. Consiste em uma
ramificacdo lateral ligada covalentemente a xilana por meio de ligac6es éster (Wong,
2006; Fazary e Ju, 2007). As enzimas feruloil esterases (FAES) séo responsaveis pela
hidrolise da ligacdo éster entre polissacarideos (principalmente xilana e pectina) e
acido ferulico liberando acidos fendlicos (como &cidos ferdlicos ou outros acidos
cindamicos) (Fazary e Ju, 2007; Topakas et al., 2007; Li et al., 2011). As FAEs sédo

enzimas acessorias essenciais na remocao das cadeias laterais de acido ferulico e
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suas reticulacdes, aumentando a acessibilidade as fibras de hemicelulose por outras
enzimas e, consequentemente, favorecendo a degradacdo da biomassa

lignocelulésica (Wong, 2006).

2.2.3. Enzimas modificadoras de lignina

As enzimas modificadoras da lignina (LMEs) sdo oxidoredutases e ndo atuam
diretamente sobre os carboidratos, no entanto, atuam na lignina que esta associada a
eles, auxiliando as demais enzimas. Portanto, as LMEs foram agrupadas em uma
classe denominada Atividade Auxiliares (AAs) no banco de dados CAZy. Atualmente,
a classe de AAs agrupa 9 familias de enzimas lignoliticas e 6 familias de
monooxigenases de polissacarideos liticos (LPMOSs) (http://www.cazy.org/).

As enzimas LMEs mais importantes séo divididas em lignina peroxidases (EC
1.11.1.14), manganés peroxidases (EC 1.11.1.13) e lacases (EC 1.10.3.2), além de
enzimas acessorias (Falade et al., 2017).

As lignina peroxidases e as manganés peroxidases, relatadas em fungos e
bactérias, fazem parte da classe heme-peroxidases do tipo I, que realizam a oxidacao
de substratos organicos e inorganicos na presenca de peroxido de hidrogénio (como
a propria nomenclatura sugere) e contém um grupo heme (Falade et al., 2017). As
lignina peroxidases atuam em compostos nao fendlicos da lignina para liberar radicais
aril-cation, enquanto que as manganés peroxidases catalisam a oxidacéo do ion Mn?*
para formar Mn®* e, entdo oxidar as fracdes fendlicas da lignina para produzir radicais
livres (Vrsanska et al., 2016; Falade et al., 2017).

Ao contrario das peroxidases, as lacases ndo necessitam de co-substratos,
como o peroéxido de hidrogénio (Roth e Spiess, 2015). Estas enzimas sdo amplamente
distribuidas em fungos, plantas e bactérias (Balcazar-Lopez et al., 2016; Baldrian,
2006). Também chamadas oxidoredutases, elas atuam numa ampla variedade de
compostos como polifendlicos, fendlicos, ndo fendlicos e aminas aromaticas
(Balcazar-Lépez et al., 2016; Singh e Gupta, 2020).

Juntamente com outras enzimas, as lacases compdem a superfamilia de
“Multicopper oxidases” (MCOs), caracterizadas por possuirem em cada um dos seus

mondmeros, geralmente, quatro atomos de cobre em seu centro catalitico
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coordenados por um residuo de cisteina e 10 residuos de histidina altamente
conservados (Balcazar-Lopez et al., 2016; Baldrian, 2006).

O centro cupredoxina que acomoda estes atomos de cobre sdo divididos em
trés. O centro T1 que acomoda um atomo de cobre, o centro T2 que acomoda outro
cobre e o T3 com 2 atomos de cobre. Os centros T2 e T3 formam o cluster trinuclear
de cobre (TNC). Cada um destes centros possui funcao especifica e a presenca dos
atomos de cobre € essencial para a correta atividade destas enzimas (Solomon et al.,
1996; Komori et al., 2009; Giardina et al., 2010; Sirim et al., 2011; Gunne et al., 2014)

(Figura 5).
=
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Figura 5. Representacdo esquematica do arranjo dos centros de ligagdo ao cobre
encontrado nas MCOs. Adaptado de (Agrawal et al., 2018).

O centro T1, ou centro azul, é o responsavel pela coloragcdo azul destas

enzimas e também por receber 4 elétrons provenientes da reducédo do substrato e
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transferi-los para o TNC (Figura 5) que, por sua vez, € responsavel por reduzir uma
molécula de oxigénio a agua (Bento et al., 2005; Skalova et al., 2009).

As lacases tipicas possuem 3 dominios de ligagdo ao cobre por monémero, 0s
dominios Cu-oxidase 1 e 3 s@o responsaveis por acomodar os centros de ligagdo ao
cobre enquanto o dominio Cu-oxidase 2 auxilia na formacéo da fenda de ligacdo ao
substrato e no posicionamento correto dos outros dominios para formar o TNC
(Machczynski et al., 2004; Gunne et al., 2014). Lacases de dois dominios vém sendo
identificadas, sendo que nas quais, geralmente, o dominio Cu-oxidase 1 encontra-se
ausente. A primeira lacase de dois dominios, também chamada de “small laccase”
(SLAC), foi relatada no genoma de Streptomyces coelicolor (Tishchenko et al., 2015).

As enzimas SLACs formam estruturas homotriméricas com o TNC dos
mondmeros adjacentes a fim de reestabelecer sua atividade (Machczynski et al.,
2004; Skalova et al., 2009).

A versatilidade de atuacdo das lacases em diferentes substratos deve-se a
baixa especificidade destas enzimas, 0 que é visto como vantagem para sua utilizacéo
em diversos processos industriais (Machczynski et al., 2004).

Além da aplicacdo das lacases na biorrefinaria para o tratamento da biomassa,
despolimerizacdo e modificacdo da lignina e detoxificagdo da biomassa hidrolisada
(Roth e Spiess, 2015); outros setores também demonstram interesse nessas enzimas.
Nas industrias alimenticias as lacases sédo utilizadas como aditivos no processamento
de alimentos e bebidas, atuando na remocao de polifendis durante processo de
producdo do vinho, cerveja e sucos; na panificacdo melhorando a qualidade da
farinha; na melhoria dos fatores sensoriais de alimentos, como odor e sabor; como
agentes gelificantes; dentre outros (Minussi et al., 2002; Osma et al., 2010).

Em industrias de processamento de papel e celulose, as lacases sao aplicadas
na deslignificacdo e branqueamento da polpa removendo a lignina residual (Virk et al.,
2012).

Além da aplicacdo das lacases durante a realizagcdo de processos industriais,
seu uso também ganhou destaque no tratamento de efluentes das fabricas de cerveja
e de destilaria, na remocdo de corantes de efluentes de industrias téxteis e na
biorremediacdo de solos e aguas contaminados com hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos (Osma et al., 2010; Singh e Gupta, 2020).
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As industrias téxteis, de cosméticos, nanotecnologia, e sintese organica
também fazem uso de lacases para os mais diversos fins devido a sua ampla
estabilidade e ampla especificidade de substrato (Riva, 2006; Rodriguez Couto e Toca
Herrera, 2006; Sirim et al., 2011; Zheng et al., 2016; Singh e Gupta, 2020).

2.3. A biomassa lignocelul6sica e a producédo de biocombustiveis

O bagaco e a palha de cana-de-agUcar sdo os residuos lignocelulésicos mais
abundantes no pais, considerando que o Brasil € um dos maiores produtores de cana-
de-acucar do mundo, com quase 747 milhdes de toneladas produzidas em 2018 (Food
and Agriculture Organization FAO, 2018), o que representa aproximadamente 39,2%
da producé&o mundial.

O etanol de segunda geracédo (2G) € um dos produtos biotecnolégicos mais
promissores e seu processo de producao baseia-se no reaproveitamento de diferentes
tipos de residuos lignoceluldsicos agroindustriais disponiveis localmente e em grande
quantidade. O reaproveitamento desse material resulta no aumento da producéo de
biocombustiveis sem necessidade de expansao das areas de cultivo, além de reduzir
a emissdo de CO:2 na atmosfera. Por estas e outras razfes, é considerado um
substituto sustentavel para os combustiveis fésseis.

No entanto, a producdo deste biocombustivel apresenta alguns desafios a
serem superados. A recalcitrancia da biomassa e o alto custo de producdo quando
comparado ao etanol de primeira geracdo sdo as principais razdes, sobretudo devido
a necessidade de importacao e a baixa atividade catalitica das enzimas utilizadas na
etapa de hidrélise (Dos Santos et al., 2016; Robak e Balcerek, 2018; Branco et al.,
2019; Malico et al., 2019).

A fracdo cristalina da celulose e a barreira de lignina existente ao redor das
fibras celulosicas aumentam a resisténcia estrutural dificultando o acesso enziméatico
aos acucares fermentesciveis configurando um fator limitante a producdo de
biocombustiveis (Canilha et al., 2012; Castro, 2010; Lucy; Petri, 2010). Em vista disso,
€ necessaria uma grande quantidade de enzimas hidroliticas para degrada-la, o que
aumenta consideravelmente os custos de produgcdo. Como alternativa mais

econdmica, uma etapa de pré-tratamento € realizada para reduzir a cristalinidade da
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celulose e remover a lignina de maneira a aumentar a susceptibilidade da celulose e
hemicelulose a hidrélise enzimatica (Canilha; Chandel; et al., 2012; Castro, 2010;
Lucy; Petri, 2010).

Embora a degradacéo da lignina seja realizada por métodos fisico-quimicos, o
uso de enzimas é considerado ecoldgico e mais politicamente correto, pois evita o0 uso
de grandes quantidades de agua e reduz a producao de residuos toxicos liberados
pelo pré-tratamento acido que interferem negativamente no processo de fermentacao
(Avanthi; Banerjee, 2016; Boruah et al., 2016).

A etapa seguinte ao pré-tratamento e detoxificacdo envolve reacdes
multienzimaticas onde celulases, hemicelulases e outras enzimas acessorias atuam
sinergicamente para liberar os agucares fermentesciveis que serdo transformados em
etanol por leveduras.

Além da complexidade estrutural da biomassa e o dificil acesso aos acucares
fermentesciveis, algumas enzimas podem apresentar suas proprias limitacbes, como
baixa especificidade de substrato, baixa tolerancia a variacdes de pH e temperatura,
inibicdo por radicais livres e ions, inibicdo alostérica pelo produto, dentre outros
(Amorim et al., 2011; Canilha et al., 2012; Klein-Marcuschamer et al., 2012).

Diante disso, a busca pelo aprimoramento das enzimas ja descobertas ou por
novas enzimas com caracteristicas promissoras e de baixo custo de producao

direciona grande parte da pesquisa biotecnolégica mundial.

2.4. Bioprodutos derivados da biomassa

Além da producdo de biocombustiveis, a transformacdo da biomassa
lignocelulésica em produtos de alto valor agregado tem crescido nos dltimos anos. As
biorrefinarias lignocelulésicas (LCB) surgiram com o propoésito de reduzir o impacto
ambiental causado pelo uso de matérias-primas nao renovaveis, como o petrdleo, e
substitui-las por fontes renovaveis e prontamente disponiveis. Estas instalacdes
integram a producgéo de energia, de produtos quimicos e biocombustiveis através do
processamento da biomassa (Takkellapati et al.,, 2018). Dentre os principais
bioprodutos, podemos citar os biofarmacos, insumos quimicos, alimentos e ragéo

animal.
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Diferentes tipos de biomassa podem ser utilizados como matéria-prima nestas
biorrefinarias, como lascas de madeira, cana-de-acucar, palha de trigo e milho, casca
de arroz e coco verde, dentre outros, cada um possuindo uma composi¢do quimica
diferente do outro (De Bhowmick et al., 2018; Takkellapati et al., 2018). A
cana-de-acucar € o principal tipo de biomassa encontrado no Brasil e sua composi¢cao
quimica é de aproximadamente 42% de celulose, 25% de hemicelulose e 20% de
lignina (Kim e Day, 2011).

Os principais produtos derivados da biomassa incluem o proprio etanol,
butanol, 1,4-diacidos, acido aspartico, acido glutamico, carvao ativado, lactato de etila,
acido latico, acido succinico, xilitol, xilo-oligossacarideos, furfural, glicerol, sorbitol,
dentre outros (Werpy e Petersen, 2004; Irmak, 2017).

A lignina é um composto que pode ser aproveitado para obtencdo de varios
bioprodutos, no entanto, sua utilizacao é limitada devido a alta complexidade de sua
estrutura (Lee et al., 2019). Além disso, algumas estratégias vém sendo relatadas a
fim de agregar valor a este subproduto, como por exemplo, métodos para recuperar a
lignina apoés o pré-tratamento (Lee et al., 2019).

2.5. Enzimas microbianas

A intensa demanda por biocatalisadores, associada a exploracdo da
biodiversidade global, tem proporcionado a constante descoberta de genes funcionais,
principalmente por meio da abordagem metagenbémica, que permite 0 acesso a
diversidade de organismos e genes provenientes de diversos ambientes. A partir da
metagendmica € possivel estudar o potencial metabolico de diferentes
microrganismos nédo cultivaveis e identificar novos genes codificadores de enzimas de
interesse biotecnoldgico.

As comunidades microbianas frequentemente sdo capazes de degradar o
material lignocelulésico, uma vez que sinergicamente sintetizam indmeras enzimas
durante seu desenvolvimento nos mais diversos tipos de substratos. As enzimas
microbianas sdo as mais utilizadas para fins industriais, uma vez que sdo mais viaveis
economicamente, sdo de facil disponibilidade, ndo sofrem interferéncias sazonais,

apresentam rapida taxa de crescimento, alto rendimento, estabilidade e maior
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atividade catalitica (Gurung et al., 2013). Estas particularidades possibilitam que as
enzimas disponham de mudltiplas aplicacbes biotecnoldgicas nos mais diversos
setores, conforme discutido anteriormente.

Os principais microrganismos produtores de enzimas envolvidas em inUmeros
produtos e processos biotecnolégicos nos mais diversos segmentos como laticinios,
panificacdo, bebidas, polpa e papel, racdo animal e detergente, pertencem aos
géneros Aspergillus, Bacillus, Streptomyces, Trichoderma e Lactobacillus (Singh et
al., 2016b).

2.6. Determinacéo e predicdo de estruturas

Diante da demanda por enzimas mais eficientes e de baixo custo, a
caracterizacao estrutural nos permite compreender algumas caracteristicas, como a
especificidade pelo substrato, correlacdo estrutura-funcéo, interacdo proteina-ligante
e arquitetura de centros cataliticos. A partir desse conhecimento, € possivel melhorar
propriedades cataliticas de acordo com finalidades especificas, como solubilidade,
termoestabilidade e especificidade pelo substrato. Assim, as enzimas podem ter sua
eficiéncia catalitica aprimorada e a inibicdo reduzida durante os processos de
producao de etanol de segunda geracéao e outras aplicacdes biotecnoldgicas.

A estrutura tridimensional de uma proteina pode ser predita a partir de
abordagens computacionais, utilizando ferramentas de bioinformatica para prever sua
organizacdo estrutural, ou obtida através de abordagens experimentais, como a
cristalografia de raios-X e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
As informacfes estruturais obtidas a partir de varios métodos de determinacao de
estrutura, modelagem e bioinformética fazem parte da biologia estrutural integrativa,
gue busca reunir e interpretar tais informacdes a fim de ampliar a compreensao sobre

sistemas biolégicos de macromoléculas (Gutmanas et al., 2013; Rout e Sali, 2019).

2.6.1. Predicdo computacional de estruturas

Esta abordagem permite prever a estrutura de proteinas a partir de ferramentas

de bioinformatica, empregando as técnicas de modelagem comparativa, “threading”
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ou reconhecimento de dobras, recombinacédo baseada em fragmentos e modelagem
ab initio baseada em fisica (Deng et al., 2018). Cada uma destas técnicas possui suas
vantagens e limitacdes, que devem ser consideradas durante sua escolha e de acordo
com os dados e recursos disponiveis.

Na modelagem por homologia utiliza-se uma estrutura molde PDB (“Protein
Data Bank”) com similaridade de sequéncia para prever a estrutura de uma proteina
alvo. Atualmente, este método € o mais utilizado e o mais preciso; ele baseia-se na
premissa que sequéncias semelhantes relacionadas evolutivamente possuem
estruturas semelhantes (Deng et al., 2018). A precisdo da modelagem por homologia
depende do grau de similaridade entre a sequéncia alvo e a sequéncia molde, bem
como da qualidade da resolugéo da estrutura molde depositada no PDB.

As etapas da modelagem por homologia consistem em selecdo do modelo
adequado, alinhamento da sequéncia alvo com a sequéncia da estrutura molde,
modelagem estrutural a partir das coordenadas do modelo e avaliagdo do modelo
(Deng et al., 2018; Kuhlman e Bradley, 2019).

Quando ndo ha uma estrutura PDB com similaridade razoavel, utiliza-se a
técnica de reconhecimento de “motifs” ou dobras, ou “threading”, que consiste na
busca por proteinas com similaridade estrutural a proteina alvo (Jones et al., 1992;
Jones, 1999). Inicialmente, neste método realiza-se um alinhamento mudltiplo de
sequéncias relacionadas a proteina alvo, em seguida, as caracteristicas estruturais
locais sdo geradas com base na sequéncia da proteina alvo e seus homélogos e séo
utilizadas para construcdo do modelo tridimensional. Os modelos gerados séo
refinados e comparados entre si a fim de gerar a estrutura final (Kuhlman e Bradley,
2019).

A modelagem “ab initio” por ndo utilizar um molde, gera um modelo baseando-
se nas leis da fisica e € utilizada principalmente para modelagem de pequenas
moléculas (<100 residuos) (Wu et al., 2007; Lee et al., 2009).

O meétodo de recombinacédo baseada em fragmentos utiliza fragmentos curtos
de estruturas conhecidas para construcdo de modelos. Existem diferentes
ferramentas de predicdo para este método, tais como 3D-Shotgun e Frankenstein’s
Monster, cada um utiliza abordagens diferentes para obtencg&o, analise e montagem

dos fragmentos (Bujnicki, 2006).
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2.6.2. Cristalografia de raios-X

As abordagens experimentais para obtencdo de dados estruturais mais
utilizados séo a cristalografia de raios-X, a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e, atualmente em expanséao, a microscopia crioeletrénica (cryo-EM).

A RMN € uma técnica utilizada para determinacdo de estruturas e tem como
vantagem a possibilidade de avaliar a interagdo e a movimentagdo dos alvos, no
entanto, é limitada a pequenas moléculas (<20 kDa). O cryo-EM, por sua vez, € uma
técnica relativamente nova que fornece dados tdo detalhados quanto a cristalografia
de raios-X e também é realizada em amostras vitrificadas em temperaturas
criogénicas (Nitta et al., 2018).

No presente estudo foi utilizada a técnica de difracdo de raios-X, por este motivo
as outras duas técnicas néo séo descritas detalhadamente, mas uma revisdo breve
pode ser encontrada em: (Wuthrich, 1990; Markwick et al., 2008; Nogales, 2015; Nitta
et al., 2018; Bhella, 2019).

A cristalografia de difracdo de raios-X é a principal técnica utilizada para
obtencdo da estrutura tridimensional a partir de cristais que devem apresentar
tamanho e qualidade suficientes para produzir imagens de difracdo (McPherson e
Gavira, 2014), sendo que cristais de boa qualidade difratam com alta resolucéo
(McPherson, 2017).

O método inicia com a purificacdo da proteina alvo, seja a partir de fontes
naturais ou a partir de técnicas de DNA recombinante (McPherson, 2017). Quando
necessario, a proteina deve ser concentrada até atingir uma concencentracao ideal
para a formacéo de cristais, que geralmente ocorre a partir de 10 mg/mL1. A proteina
purificada é submetida a diversas condi¢Bes de cristalizacdo, que por sua vez sao
constituidas por diferentes tampdes, agentes precipitantes, sais e aditivos (Smyth e
Martin, 2000).

O sucesso na formacéo dos cristais depende de algumas variaveis, como por
exemplo as caracteristicas da proteina, a concentracado e homogeneidade da amostra,
0S agentes precipitantes, a presenca de ligantes, pH e temperatura (McPherson e
Gavira, 2014). Atualmente existem Kkits comerciais com diferentes condi¢des

precipitantes utilizados para “screening” inicial, permitindo que uma ampla quantidade



21

de condi¢Bes sejam analisadas de uma Unica vez até que uma condicdo ideal seja
encontrada (Smyth e Martin, 2000). Identificar as condic¢des iniciais que formam algum
material cristalino ndo é tdo simples, uma vez que algumas proteinas resistem a
formacao de cristais e as causas disso podem ser desconhecidas; ao passo que a
otimizacao da condicao inicial € mais exigente e demanda mais tempo (McPherson e
Gavira, 2014).

A cristalizacdo de macromoléculas € um processo de precipitacdo lento e
controlado que requer uma quantidade da proteina excedente ao limite de solubilidade
para criar uma condicdo de supersaturacao (McPherson e Gavira, 2014). Quando as
condicBes corretas sao encontradas e o equilibrio da saturacao é reestabelecido, os
cristais sdo formados (McPherson e Gavira, 2014). No entanto, a obtenc&o de cristais
de alta qualidade ainda é um fator limitante para a cristalografia de raios-X (Saridakis
e Chayen, 2009).

A etapa de cristalizacdo pode ser realizada por dialise ou pelo método de
difusdo de vapor em gota assente, da gota suspensa ou pelo método sanduiche,
realizados em recipientes isolados (Figura 6) (Krauss et al., 2013; McPherson e
Gavira, 2014).

Gota suspensa Gota sanduiche Gota sentada
Proteina + Precipitante laminula micro-ponte
\J

Graxa (vacuo) >

A

Precipitante Placa de cultura de tecidos

Figura 6. Diferentes estratégias utilizadas na cristalografia por difusdo de vapor.
Adaptado de (Wu et al., 2012).

Nos métodos de difusdo de vapor a proteina purificada € misturada a solucéao
de cristalizacdo para formacdo da gota e equilibrada com a mesma solugéo
precipitante armazenada no reservatorio. A diferenca entre eles esta na posicao da

gota. No método da gota sentada a proteina fica disposta em um suporte no centro do
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poc¢o, enquanto que no método da gota suspensa a proteina encontra-se em uma
laminula suspensa e no método sanduiche ela permanece entre duas superficies (Sun
et al., 2010).

Uma vez produzidos e coletados, os cristais sdo imersos em uma solugdo
crioprotetora e congelados em nitrogénio liquido a fim de evitar danos proporcionados
pela radiacédo e submetidos a feixes de raios-X, os quais visam a formacéao de padrées
de difracdo quando as condic¢des séo favoraveis (McPherson e Gavira, 2014). A partir
dos avancos da Luz Sincrotron e das tecnologias dos detectores, a criocristalografia
e o desenvolvimento de softwares mais sofisticados, a coleta de dados ndo é mais
considerada um fator limitante (Ludwig, 2004; Taylor, 2010).

Resumidamente, a difracdo revela a densidade eletrénica de uma molécula e o
padrdo observado na difracdo € utilizado para determinar a intensidade de cada
reflexdo. O processamento destes dados é realizado inUmeras vezes com intuito de
verificar a precisdo do modelo e evitar possiveis erros (Smyth e Martin, 2000).

Em seguida, inicia-se a fase de determinacédo da estrutura e refinamento. A
determinacao da estrutura pode ser realizada pelo método de Substituicdo Molecular
(MR), relativamente mais rapido e o mais utilizado atualmente. No método MR
utilizam-se as coordenadas atbmicas de uma proteina de estrutura similar a proteina
alvo para resolver o problema de fases (Evans e McCoy, 2007; Taylor, 2010).

Na substituicdo molecular as fases de uma proteina molde estruturalmente
similar a proteina alvo séo utilizadas para estimar as fases da nova estrutura, calcular
0 mapa inicial e construir o modelo (Evans e McCoy, 2007). A escolha do modelo
adequado influencia na precisdo da nova estrutura e, normalmente, utiliza-se um
modelo com similaridade de sequéncia >25%, embora possam existir algumas
excecgOes (Evans e McCoy, 2007; Taylor, 2010).

Outros métodos séo utilizados para obtencdo das fases, como a difracao
andmala de comprimento de onda Unico (SAD) e de comprimento de onda multiplo
(MAD), onde atomos pesados séo introduzidos na estrutura da proteina durante a
etapa de expressao proteica e suas posicoes sao utilizadas para resolver o problema
de fases (Taylor, 2010). Em alguns casos, como em metaloproteinas, os atomos

pesados ocorrem naturalmente na sua estrutura.
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A etapa de refinamento € um processo iterativo ndo linear que tem como
objetivo minimizar uma funcdo baseada nas diferencas entre as amplitudes
observadas experimentalmente e as calculadas a partir do modelo. Feito isto, a
estrutura tridimensional pode ser depositada em bancos de dados de proteinas, como

o PDB (https://www.rcsb.org/), sob um namero de identificacéo.

3. REFERENCIAS

Adesioye, F.A., Makhalanyane, T.P., Biely, P. e Cowan, D.A. (2016). Phylogeny ,
classification and metagenomic bioprospecting of microbial acetyl xylan esterases.
Enzyme and Microbial Technology 93-94: 79-91.

Agrawal, K., Chaturvedi, V. e Verma, P. (2018). Fungal laccase discovered but yet
undiscovered. Bioresources and Bioprocessing 5: 1-12.

Akoh, C.C., Chang, S.W., Lee, G.C. e Shaw, J.F. (2008). Biocatalysis for the
production of industrial products and functional foods from rice and other agricultural
produce. Journal of Agricultural and Food Chemistry 56: 10445-10451.

McPherson, A. (2017). Protein Crystallization. In: Wlodawer, A., Jaskolski, M., &
Dauter, Z. (Eds.), Protein Crystallography: Methods and Protocols. New York, NY:
Springer Nature, p. 17-50.

Amorim, H. V., Lopes, M.L., de Castro Oliveira, J.V., Buckeridge, M.S. e Goldman,
G.H. (2011). Scientific challenges of bioethanol production in Brazil. Applied
microbiology and biotechnology 91: 1267-75.

Bacovsky, D., Dallos, M. e Worgetter, M. (2010). Status of 2nd Generation Biofuels
Demonstration Facilities in June 2010, IEA Bioenergy Task 39. In Anais do IEA
Bioenergy Task 39: Commercializing 1st and 2nd generation liquid biofuels from
biomass.

Balcazar-Lopez, E., Méndez-Lorenzo, L.H., Batista-Garcia, R.A., Esquivel-Naranjo,
U., Ayala, M., Kumar, V.V., Savary, O., Cabana, H., et al. (2016). Xenobiotic
compounds degradation by heterologous expression of a trametes sanguineus laccase
in trichoderma atroviride. PLoS ONE 11: e0147997.

Bento, I., Martins, L.O., Lopes, G.G., Carrondo, M.A. e Lindley, P.F. (2005). Dioxygen
reduction by multi-copper oxidases; a structural perspective. Dalton Transactions 4.
3507-3513.

Bhella, D. (2019). Cryo-electron microscopy: an introduction to the technique, and
considerations when working to establish a national facility. Biophysical Reviews
515-519.


https://www.rcsb.org/

24

Branco, R.H.R., Serafim, L.S. e Xavier, AAM.R.B. (2019). Second generation
bioethanol production: On the use of pulp and paper industry wastes as feedstock.
Fermentation 5: 1-30.

Bujnicki, J.M. (2006). Protein-structure prediction by recombination of fragments.
ChemBioChem 7: 19-27.

Cammarota, M.C. e Freire, D.M.G. (2006). A review on hydrolytic enzymes in the
treatment of wastewater with high oil and grease content. Bioresource Technology
97: 2195-2210.

Canilha, L., Kumar Chandel, A., dos Santos Milessi, T.S., Fernandes Antunes, F.A.,
da Costa Freitas, W.L., das Gragas Almeida Felipe, M. e da Silva, S.S. (2012).
Bioconversion of sugarcane biomass into ethanol: an overview about composition,
pretreatment methods, detoxification of hydrolysates, enzymatic saccharification, and
ethanol fermentation. Journal of biomedicine & biotechnology 2012: 1-15.

Chakdar, H., Kumar, M., Pandiyan, K., Singh, A., Nanjappan, K., Kashyap, P.L. e
Srivastava, A.K. (2016). Bacterial xylanases: biology to biotechnology. 3 Biotech 6:
150.

Choi, J.M., Han, S.S. e Kim, H.S. (2015). Industrial applications of enzyme biocatalysis:
Current status and future aspects. Biotechnology Advances 33: 1443-1454.

Christopher, L.P., Yao, B. e Ji, Y. (2014). Lignin biodegradation with laccase-mediator
systems. Frontiers in Energy Research 2: 1-13.

Cotana, F., Cavalaglio, G., Nicolini, A., Gelosia, M., Coccia, V., Petrozzi, A. e Brinchi,
L. (2014). Lignin as co-product of second generation bioethanol production from ligno-
cellulosic biomass. Energy ProcediaElsevier B.V. 45: 52—60.

De Bhowmick, G., Sarmah, A.K. e Sen, R. (2018). Lignocellulosic biorefinery as a
model for sustainable development of biofuels and value added products.
Bioresource Technology 247: 1144-1154.

Deng, H., Jia, Y. e Zhang, Y. (2018). Protein structure prediction. International
Journal of Modern Physics B 32: 1-18.

Dos Santos, L.V., De Barros Grassi, M.C., Gallardo, J.C.M., Pirolla, R.A.S., Calderén,
L.L., De Carvalho-Netto, O.V., Parreiras, L.S., Camargo, E.L.O., et al. (2016). Second-
Generation Ethanol: The Need is Becoming a Reality. Industrial Biotechnology 12:
40-57.

Ebringerova, A., & Heinze, T. (2000). Xylan and xylan derivatives—biopolymers with
valuable properties, 1. Naturally occurring xylans structures, isolation procedures and
properties. Macromolecular rapid communications 21: 542-556.



25

Evans, P. e McCoy, A. (2007). An introduction to molecular replacement. Acta
Crystallographica Section D: Biological Crystallographyinternational Union of
Crystallography 64: 1-10.

Falade, A.O., Nwodo, U.U., Ilweriebor, B.C., Green, E., Mabinya, L. V. e Okoh, A.l.
(2017). Lignin  peroxidase functionalites and prospective applications.
MicrobiologyOpen 6: e00394.

Falck, P., Linares-pastén, J.A., Adlercreutz, P. e Karlsson, E.N. (2016).
Characterization of a family 43 B -xylosidase from the xylooligosaccharide utilizing
putative probiotic Weissella sp . strain 92. Microbial Biology 26: 193-202.

Fazary, A.E. e Ju, Y.H. (2007). Feruloyl esterases as biotechnological tools: Current
and future perspectives. Acta Biochimica et Biophysica Sinica 39: 811-828.

Food and Agriculture Organization FAO. (2018). FAOSTAT. Sugar cane production.

Giardina, P., Faraco, V., Pezzella, C., Piscitelli, A., Vanhulle, S. e Sannia, G. (2010).
Laccases: A never-ending story. Cellular and Molecular Life Sciences 67: 369—385.

Gomes-Pepe, E.S., Sierra, E.G.M., Pereira, M.R., Castellane, T.C.L. e De Lemos,
E.G.M. (2016). Bg10: A novel metagenomics alcohol-tolerant and glucose-stimulated
ghl B-glucosidase suitable for lactose-free milk preparation. PLoS ONE 11: 1-25.

Gunne, M., Hoppner, A., Hagedoorn, P.L. e Urlacher, V.B. (2014). Structural and redox
properties of the small laccase Ssl1 from Streptomyces sviceus. FEBS Journal 281.:
4307-4318.

Gurung, N., Ray, S., Bose, S., Rai, V. e K, W.F. (2013). A Broader View : Microbial
Enzymes and Their Relevance in Industries , Medicine , and Beyond enzyme and its
use were well known to the mankind but. 2013: 1-19.

Gutmanas, A., Oldfield, T.J., Patwardhan, A., Sen, S., Velankar, S. e Kleywegt, G.J.
(2013). The role of structural bioinformatics resources in the era of integrative structural
biology. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 69: 710—
721.

Hart, D.J. e Tarendeau, F. (2006). Combinatorial library approaches for improving
soluble protein expression in Escherichia coli. Acta Crystallographica Section D:
Biological Crystallography 62: 19-26.

Hendrickson, W. A., Horton, J. R., & LeMaster, D. M. (1990). Selenomethionyl proteins
produced for analysis by multiwavelength anomalous diffraction (MAD): a vehicle for
direct determination of three-dimensional structure. The EMBO journal 9: 1665-1672.



26

Horn, S. J., Vaaje-Kolstad, G., Westereng, B., & Eijsink, V. (2012). Novel enzymes for
the degradation of cellulose. Biotechnology for biofuels 5: 45.

Huy, N.D., Thayumanavan, P., Kwon, T.H. e Park, S.M. (2013). Characterization of a
recombinant bifunctional xylosidase/arabinofuranosidase from Phanerochaete
chrysosporium. Journal of Bioscience and Bioengineering - Elsevier 116: 152—
1509.

Irmak, S. (2017). Biomass as Raw Material for Production of High-Value Products. In:
Jaya Shankar Tumuluru (Eds.), Biomass Volume Estimation and Valorization for
Energy. London: IntechOpen, p. 201-225.

Johnson, E. (2016). Integrated enzyme production lowers the cost of cellulosic ethanol.
Biofuels, Bioproducts and Biorefining 10: 164-174.

Jones, D.T. (1999). GenTHREADER: An efficient and reliable protein fold recognition
method for genomic sequences. Journal of Molecular Biology 287: 797-815.

Jones, D.T., Taylort, W.R. e Thornton, J.M. (1992). A new approach to protein fold
recognition. Nature 358: 86—89.

Juturu, V. e Wu, J.C. (2012). Microbial xylanases: Engineering, production and
industrial applications. Biotechnology AdvancesElsevier Inc. 30: 1219-1227.

Kalim, B., Bohringer, N., Ali, N. e Schaberle, T. (2015). Xylanases—from Microbial
Origin to Industrial Application. British Biotechnology Journal 7: 1-20.

Kamble, R.D. e Jadhav, A.R. (2012). Isolation, purification, and characterization of
xylanase produced by a new species of bacillus in solid state fermentation.
International Journal of Microbiology 2012: 1-8.

Kim, M. e Day, D.F. (2011). Composition of sugar cane, energy cane, and sweet
sorghum suitable for ethanol production at Louisiana sugar mills. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology 38: 803—-807.

Klein-Marcuschamer, D., Oleskowicz-Popiel, P., Simmons, B. a. e Blanch, H.W.
(2012). The challenge of enzyme cost in the production of lignocellulosic biofuels.
Biotechnology and Bioengineering 109: 1083-1087.

Knob, A., Terrasan, C.R.F. e Carmona, E.C. (2010). B-Xylosidases from filamentous
fungi: An overview. World Journal of Microbiology and Biotechnology 26: 389—
407.

Kocabas, D.S., Glider, S. e Ozben, N. (2015). Purification strategies and properties of
a low-molecular weight xylanase and its application in agricultural waste biomass
hydrolysis. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 115: 66—75.



27

Komori, H., Miyazaki, K. e Higuchi, Y. (2009). X-ray structure of a two-domain type
laccase: A missing link in the evolution of multi-copper proteins. FEBS Letters 583:
1189-1195.

Krauss, I.R., Merlino, A., Vergara, A. e Sica, F. (2013). An overview of biological
macromolecule crystallization. International Journal of Molecular Sciences 14:
11643-11691.

Kuhlman, B. e Bradley, P. (2019). Advances in protein structure prediction and design.
Nature Reviews Molecular Cell Biology Springer US 20: 681-697.

Lee, J.,, Wu, S. e Zhang, Y. (2009). Ab initio protein structure prediction. From Protein
Structure to Function with Bioinformatics 3-25.

Lee, S., Kang, M., Bae, J.H., Sohn, J.H. e Sung, B.H. (2019). Bacterial Valorization of
Lignin: Strains, Enzymes, Conversion Pathways, Biosensors, and Perspectives.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology 7: 1-18.

Li, J., Cai, S., Luo, Y. e Dong, X. (2011). Three feruloyl esterases in Cellulosilyticum
ruminicola H1 act synergistically to hydrolyze esterified polysaccharides. Applied and
Environmental Microbiology 77: 6141-6147.

Ludwig, M.L. (2004). X-Ray Determination of 3-D Structure in Proteins. In: J.Lennarz,
W. & M. Daniel Lane (Eds.), Encyclopedia of Biological Chemistry, p. 422—-428.

Machczynski, M.C., Vijgenboom, E., Samyn, B. e Canters, G.W. (2004).
Characterization of SLAC: A small laccase from Streptomyces coelicolor with
unprecedented activity. Protein Science 13: 2388-2397.

Madhavan, A., Sindhu, R., Binod, P., Sukumaran, R.K. e Pandey, A. (2017). Strategies
for design of improved biocatalysts for industrial applications. Bioresource
Technology 245: 1304-1313.

Maijala, P., Kleen, M., Westin, C., Poppius-Levlin, K., Herranen, K., Lehto, J.H.,
Reponen, P., Maentausta, O., et al. (2008). Biomechanical pulping of softwood with
enzymes and white-rot fungus Physisporinus rivulosus. Enzyme and Microbial
Technology 43: 169-177.

Malico, I., Nepomuceno Pereira, R., Goncalves, A.C. e Sousa, A.M.O. (2019). Current
status and future perspectives for energy production from solid biomass in the
European industry. Renewable and Sustainable Energy Reviews 112: 960-977.

Markwick, P.R.L., Malliavin, T. e Nilges, M. (2008). Structural biology by NMR:
Structure, dynamics, and interactions. PLoS Computational Biology 4: e1000168.

McPherson, A. e Gavira, J.A. (2014). Introduction to protein crystallization. Acta
Crystallographica Section F:Structural Biology Communicationsinternational
Union of Crystallography 70: 2—-20.



28

Minussi, R.C., Pastore, G.M. e Duran, N. (2002). Potential applications of laccase in
the food industry. Trends in Food Science and Technology 13: 205-216.

Nestl, B.M., Nebel, B.A. e Hauer, B. (2011). Recent progress in industrial biocatalysis.
Current Opinion in Chemical Biology 15: 187-193.

Nitta, R., Imasaki, T. e Nitta, E. (2018). Recent progress in structural biology: Lessons
from our research history. Microscopy 67: 187—195.

Nogales, E. (2015). The development of cryo-EM into a mainstream structural biology
technique. Nature Methods 13: 24-27.

Ojha, B.K., Singh, P.K. e Shrivastava, N. (2018). Enzymes in the animal feed industry.
In: Kuddus, M. (Eds.), Enzymes in Food Biotechnology: Production, Applications,
and Future ProspectsAcademic Press, p. 93—109.

Osma, J.F., Toca-Herrera, J.L. e Rodriguez-Couto, S. (2010). Uses of laccases in the
food industry. Enzyme Research 918761.

Pérez, J., Mufioz-Dorado, J., De La Rubia, T. e Martinez, J. (2002). Biodegradation
and biological treatments of cellulose, hemicellulose and lignin: An overview.
International Microbiology 5: 53—-63.

Polizeli, M.L.T.M., Rizzatti, A.C.S., Monti, R., Terenzi, H.F., Jorge, J.A. e Amorim, D.S.
(2005). Xylanases from fungi: Properties and industrial applications. Applied
Microbiology and Biotechnology 67: 577-591.

Pollegioni, L., Tonin, F. e Rosini, E. (2015). Lignin-degrading enzymes. FEBS Journal
282:1190-1213.

Riva, S. (2006). Laccases: blue enzymes for green chemistry. Trends in
Biotechnology 24: 219-226.

Robak, K. e Balcerek, M. (2018). Review of second generation bioethanol production
from residual biomass. Food Technology and Biotechnology 56: 174-187.

Rodriguez Couto, S. e Toca Herrera, J.L. (2006). Industrial and biotechnological
applications of laccases: A review. Biotechnology Advances 24: 500-513.

Roth, S. e Spiess, A.C. (2015). Laccases for biorefinery applications: a critical review
on challenges and perspectives. Bioprocess and Biosystems EngineeringSpringer
Berlin Heidelberg 38: 2285-2313.

Rout, M.P. e Sali, A. (2019). Principles for Integrative Structural Biology Studies. Cell
Elsevier Inc. 177: 1384-1403.

Rubin, E.M. (2008). Genomics of cellulosic biofuels. Nature 454: 841-845.



29

Saha, B.C. (2000). a- L-Arabinofuranosidases: biochemistry , molecular biology and
application in biotechnology. Biotechnology Advances 18: 403—-423.

Saridakis, E. e Chayen, N.E. (2009). Towards a “universal’ nucleant for protein
crystallization. Trends in Biotechnology 27: 99-106.

Septiningruma, K., Ohi, H., Waeonukulc, R., Pason, P., Tachaapaikoon, C.,
Ratanakhanokchai, K., Sermsathanaswadi, J., Deng, L., et al. (2015). Enzyme and
Microbial Technology The GH67 a-glucuronidase of Paenibacillus curdlanolyticus B-6
removes hexenuronic acid groups and facilitates biodegradation of the model
xylooligosaccharide  hexenuronosyl  xylotriose. Enzyme and  Microbial
TechnologyElsevier Inc. 71: 28-35.

Shallom, D. e Shoham, Y. (2003). Microbial hemicellulases. Current Opinion in
Microbiology 6: 219-228.

Sharma, H.K., Qin, W. e Xu, C.C. (2018). Cellobiohydrolase (cbh) activity assays.
Methods in Molecular Biology 1796: 185-199.

Singh, D. e Gupta, N. (2020). Microbial Laccase: a robust enzyme and its industrial
applications. Biologia Biologia 1: 1-11.

Singh, R., Kumar, M., Mittal, A. e Mehta, P.K. (2016). Microbial enzymes: industrial
progress in 21st century. 3 Biotech Springer Berlin Heidelberg 6: 1-15.

Sirim, D., Wagner, F., Wang, L., Schmid, R.D. e Pleiss, J. (2011). The Laccase
Engineering Database: A classification and analysis system for laccases and related
Multicopper oxidases. Database 2011: 1-7.

Skélova, T., Dohnalek, J., @stergaard, L.H., Ostergaard, P.R., Kolenko, P., Duskova,
J., Stépankova, A. e Hasek, J. (2009). The Structure of the Small Laccase from
Streptomyces coelicolor Reveals a Link between Laccases and Nitrite Reductases.
Journal of Molecular Biology 385: 1165-1178.

Smyth, M.S. e Martin, J.H.J. (2000). x Ray crystallography. Molecular Pathology 53:
8-14.

Solomon, E.l., Sundaram, U.M. e Machonkin, T.E. (1996). Multicopper oxidases and
oxygenases. Chemical Reviews 96: 2563—-2606.

Sun, L., Li, J., Xu, C., Yu, F., Zhou, H., Tang, L. e He, J. (2010). The sandwich method
for protein crystallization and its effect on crystal growth. Acta Biochimica et
Biophysica Sinica 42: 332—-336.

Takkellapati, S., Li, T. e Gonzalez, M.A. (2018). An overview of biorefinery-derived
platform chemicals from a cellulose and hemicellulose biorefinery. Clean
Technologies and Environmental Policy 20: 1615-1630.



30

Taylor, G.L. (2010). Introduction to phasing. Acta Crystallographica Section D:
Biological Crystallographylinternational Union of Crystallography 66: 325—-338.

Till, M., Goldstone, D., Card, G., Attwood, G. T., Moon, C. D., & Arcus, V. L. (2014).
Structural analysis of the GH43 enzyme Xsa43E from Butyrivibrio proteoclasticus.
Acta crystallographica. Section F, Structural biology communications, 70: 1193—
1198.

Tishchenko, S., Gabdulkhakov, A., Trubitsina, L., Lisov, A., Zakharova, M. e
Leontievsky, A. (2015). Crystallization and X-ray diffraction studies of a two-domain
laccase from Streptomyces griseoflavus. Acta Crystallographica Section:F
Structural Biology Communications 71: 1200-1204.

Topakas, E., Vafiadi, C. e Christakopoulos, P. (2007). Microbial production,
characterization and applications of feruloyl esterases. Process Biochemistry 42:
497-5009.

Unuofin, J.O., Okoh, A.l. e Nwodo, U.U. (2019). Aptitude of oxidative enzymes for
treatment of wastewater pollutants: A laccase perspective. Molecules 24: 2064.

Uzuner, S. e Cekmecelioglu, D. (2018). Enzymes in the beverage industry. Enzymes
in Food Biotechnology: Production, Applications, and Future Prospects, p. 29—
43.

Virk, A.P., Sharma, P. e Capalash, N. (2012). Use of laccase in pulp and paper
industry. Biotechnology Progress 28: 21-32.

Vrsanska, M., Voberkova, S., Langer, V., Palovcikova, D., Moulick, A., Adam, V. e
Kopel, P. (2016). Induction of laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase
activities in white-rot fungi using copper complexes. Molecules 21: 1553.

Wang, G., Huang, X., Ng, T.B., Lin, J. e Ye, X.Y. (2014). High phylogenetic diversity
of glycosyl hydrolase family 10 and 11 xylanases in the sediment of Lake Dabusu in
China. PLoS ONE 9: €112798.

Werpy, T. e Petersen, G. (2004). Top value added chemicals from biomass volume
| — Results of screening for potential candidates from sugars and synthesis gas.

Wohlgemuth, R. (2010). Biocatalysis-key to sustainable industrial chemistry. Current
Opinion in Biotechnology 21: 713-724.

Wong, D.W.S. (2006). Feruloyl esterase: a key enzyme in biomass degradation.
Applied Biochemistry and Biotechnology 133: 87-112.

Wong, D.W.S. (2009). Structure and action mechanism of ligninolytic enzymes.
Applied Biochemistry and Biotechnology 157: 174—-209.



31

Wu, Q., Sibanda, L., Ochi, T., Bolanos-Garcia, V.M., Blundell, T.L. e Chirgadze, D.Y.
(2012). Spatial and temporal organisation of multiprotein systems of cell regulation and
signalling: what can we learn from NHEJ system of double-strand break repair?. In:
Carrondo MA & P, S. (Eds.), Macromolecular crystallography. Springer
Netherlands, p. 1-31.

Wu, S., Skolnick, J. e Zhang, Y. (2007). Ab initio modeling of small proteins by iterative
TASSER simulations. BMC Biology 5: 1-10.

Wuthrich, K. (1990). Protein structure determination in solution by NMR spectroscopy.
Journal of Biological Chemistry 243: 45-50.

Yan, R., Vuong, T. V., Wang, W. e Master, E.R. (2017). Action of a GH115 a-
glucuronidase from Amphibacillus xylanus at alkaline condition promotes release of 4-
O -methylglucopyranosyluronic acid from glucuronoxylan and arabinoglucuronoxylan.
Enzyme and Microbial Technology 104: 22-28.

Zeng, Y., Himmel, M. E., & Ding, S. Y. (2017). Visualizing chemical functionality in
plant cell walls. Biotechnology for biofuels 10: 1-16.

Zheng, F., Cui, B.K., Wu, X.J., Meng, G., Liu, H.X. e Si, J. (2016). Immobilization of
laccase onto chitosan beads to enhance its capability to degrade synthetic dyes.
International Biodeterioration and Biodegradation 110: 69-78.

Zheng, Y., Shi, J., Tu, M. e Cheng, Y.-S. (2017). Principles and Development of
Lignocellulosic Biomass Pretreatment for Biofuels. In: Li, Y. & Ge, X. (Eds.), Advances
in Bioenergy. Amsterda: Elsevier B.V., p. 1-68.



32

CAPITULO 2 - Estrutura cristalogréafica e estudos de ancoragem molecular da

B-glicosidase Bg10 estimulada pela glicose

RESUMO - As B-glicosidases atuam sobre a cadeia principal da celulose e
pertencem, principalmente, as familias GH1 e GH3. B-glicosidases GH1 séao
amplamente investigadas por apresentarem caracteristicas de tolerancia e/ou
estimulo pela glicose. Tais -caracteristicas favorecem muitos processos
biotecnolégicos uma vez que as enzimas ndo apresentam inibicdo alostérica pelo
préprio produto (glicose), proporcionando maior rendimento quando utilizada em
baixas concentracdes, o que reduz consideravelmente os custos de producdo. O
presente estudo teve como objetivo caracterizar estruturalmente uma B-glicosidase
tolerante e estimulada pela glicose (Bg10) obtida de uma biblioteca metagendmica
desenvolvida a partir de DNA de comunidade microbiana de solo sob serapilheira de
Eucalipto. A enzima Bgl0 foi expressa, purificada e submetida a ensaios de
cristalografia por difracdo de raios-X para determinacéo da estrutura cristalografica e
a ensaios de ancoragem molecular com glicose, celobiose, celotriose, celotetraose e
pNP-G. Os melhores dados de difracdo coletados foram a uma resolucéo de 2,3 A. A
estrutura tridimensional e os residuos do sitio ativo da Bgl0 apresentaram
conformacao tipica as outras glicosidases GH1. A entrada do canal catalitico € mais
neutra em comparacgao ao sitio ativo, e a Bg1l0 possui um canal profundo e estreito
com a presencga de residuos “gatekeepers” neutros que regulam a passagem e a
orientacao da glicose. Além disso, foi possivel observar o modo de ligacédo da glicose
e outros substratos no sitio ativo, bem como identificar os residuos de aminoéacidos
envolvidos em possiveis interacdes proteina-ligante. As propriedades observadas na
estrutura da Bg10 séo caracteristicas de GHL1 tolerantes e estimuladas pela glicose, o
que corrobora com estudos de cinética enzimatica realizados em estudo anterior.
Estes resultados permitiram compreender alguns de seus principais mecanismos de
tolerancia e estimulo que, futuramente aliados a técnicas de mutagénese sitio dirigida,
poderao contribuir consideravelmente para a melhoria de B-glicosidases GH1, Uteis
no processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulésica, dentre outras aplicacdes
biotecnoldgicas.

Palavras-chave: ancoragem molecular, B-glicosidase, difracdo de raios-X,
substituicdo molecular
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de B-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) se desenvolveu notavelmente nos
altimos anos, principalmente, quanto ao seu uso na exploracdo na sacarificacdo da
fibora de celulose nas industrias de etanol de segunda geracdo, em aplicacdes
quimicas e processos industriais de alimentos e bebidas (Singh et al., 2016a;
Srivastava et al., 2019; Zhang et al., 2019).

As B-glicosidases séo celulases pertencentes principalmente as familias GH1
e GH3 (Glicosil Hidrolases) e atuam sinergicamente com endoglicanases e
celobiohidrolases na hidrélise de ligagdes B-glicosidicas da celulose, liberando
unidades de glicose.

A maioria das B-glicosidases caracterizadas sdo sensiveis ao produto formado
durante a hidrdlise - a glicose - e acabam sendo inibidas por ela (Zhao et al., 2013).
Contudo, algumas B-glicosidases GH1 apresentam diferentes graus de tolerancia a
glicose, variando entre 10 a 1000 vezes mais tolerancia do que glicosidases GH3 (De
Giuseppe et al., 2014). Além desta caracteristica, um pequeno nimero de GH1 sdo
ainda estimuladas pela glicose, 0 que as tornam mais vantajosas do ponto de vista
industrial, uma vez que a inibicdo enzimatica enfrentada por glicosidases nao
tolerantes implica em menor rendimento do produto de interesse, sendo necessario o
uso excedente de enzima, elevando os custos de produgéo, ao passo que uma enzima
tolerante e eventualmente estimulada apresenta maior eficiéncia catalitica (De
Giuseppe et al., 2014).

A fim de explorar completamente as caracteristicas de (B-glicosidases GH1 é
necessario conhecer sua estrutura tridimensional para complementar as informacées
sobre as relacdes estrutura-fungéo e, assim, compreender 0s mecanismos biol6gicos
envolvidos na tolerancia e estimulo pela glicose nestas macromoléculas. Ademais, as
informacd@es obtidas a partir de dados estruturais podem ser essenciais para aprimorar
suas propriedades de acordo com propositos especificos a partir da engenharia de
enzimas.

No laboratério LBMP foi previamente relatada a caracterizagcdo bioquimica de
uma B-glicosidase GH1 que apresentou tolerancia e estimulo a glicose (até 350 e 100

mM, respectivamente) e tolerancia a alcoois revelando excelentes propriedades
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biotecnoldgicas para aplicacdo na industria de biocombustivel (Gomes-Pepe et al.,
2016).

Diante disso, este estudo teve como objetivo realizar ensaios de cristalografia
por difracdo de raios-X e determinacao da estrutura cristalogréafica da B-glicosidase
metagendmica tolerante e estimulada pela glicose, bem como realizar ensaios de
ancoragem molecular a fim de avaliar as propriedades estruturais gerais e do seu
centro catalitico e prever possiveis interacdes proteina-ligante, caracteristicas que
podem estar diretamente relacionadas ao mecanismo de tolerancia e estimulo pela

glicose.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem da amostra e caracteristicas enzimaticas

No laboratorio LBMP foi previamente relatada a clonagem e caracterizacéo de
uma B-glicosidase GH1, denominada Bgl0 (numero de acesso NCBI KX364386),
obtida de uma biblioteca metagendmica desenvolvida a partir de DNA de comunidade
microbiana de solo sob serapilheira de Eucalipto (Gomes et al., 2013; Gomes-Pepe et
al.,, 2016). A enzima Bgl0 foi predita como sendo um homodimero de
aproximadamente 116.66 kDa, com pH e temperatura 6timos de 7.0 e 37 °C,
respectivamente.

A atividade meia-vida da Bg10 foi retida a 350 mM de glicose, sendo que 90%
da atividade foi observada em 150 mM, e a 500 mM a atividade residual manteve-se
a 30%. Alem disso, a atividade foi estimulada em 36.8% e 22% com 50 e 100 mM de
glicose, respectivamente. Outra caracteristica relevante para o processo de producao
de biocombustivel que esta enzima apresentou foi a tolerancia ao etanol e ao metanol

até concentracdes de 500 mM e 400 mM, respectivamente (Gomes-Pepe et al., 2016).
2.2. Expresséao e purificagdo da proteina recombinante
O gene Bgl0 foi previamente clonado em vetor pET-28a(+) (Novagen,

Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e a proteina recombinante expressa em E. coli

BL21 (DE3) (Novagen) (Gomes-Pepe et al., 2016). Para os experimentos realizados
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neste estudo, as condicBes variaram parcialmente. Inicialmente, as células se
desenvolveram em meio liquido LB suplementado com canamicina (50 pg/mL™?)
durante 16 horas a 37 °C e 200 rpm em agitador orbital. Em seguida, 10% (v/v) do
pré-indculo foi transferido para 1000 mL de LB e incubado nas mesmas condic¢des até
atingir a DOsoo entre 0,4 — 0,6, antes da cultura ser induzida por 0,1 mM de IPTG.
ApoOs 6 horas de agitacdo, a cultura foi centrifugada (11000 x g a 4 °C durante 20
minutos), o sobrenadante descartado e o “pellet” ressuspendido em tampé&o de lise
(20 mM Tris-HCI pH 8, 200 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 5% (v/v) de glicerol, 20 ug mL*
lisozima, 20 pg mL?* DNase |, 1 pastilha Pierce Protease Inhibitor (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), lisado em homogeneizador de alta pressao
(APV Model 2000 Homogenizer, Delavan, Wisconsin, EUA) a 11600 psi e centrifugado
a 27.000 x g a 4 °C durante 30 minutos. A proteina recombinante presente na fracéo
soluvel foi purificada por cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC) utilizando uma coluna Sepharose 5 mL (HisTrap HP — GE Healthcare, Little
Chalfont, Reino Unido), seguindo um gradiente crescente de imidazol, sendo eluida,
principalmente, na concentragdo de 500 mM de imidazol. As fracBes eluidas foram
reunidas e concentradas através de filtros Amicon® Ultra-15 (Merck MilliPore,
Burlington, Massachusetts, EUA) com capacidade de retencdo de moléculas com
massa molecular superior a 30 kDa e, posteriormente, purificadas por cromatografia
liguida por exclusédo molecular (SEC) utilizando uma coluna Superdex 200 Increase
10/300 GL (GE Healthcare) conectada em um aparelho de automatizacao
cromatografica AKTA FPLC System (GE Healthcare) e equilibrada em tamp&o Tris
HCI pH 9, 200 mM NaCl e 10% (v/v) de glicerol.

A concentracdo da proteina purificada foi calculada a partir da medida de
absorcdo a 280 nm utilizando um espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) com base nos valores do coeficiente de extingdo molar (71.515 M1 cm?) e
na massa molecular do monémero (58,33 kDa), conforme parametros preditos com
base na sequéncia de aminoacidos com auxilio do software ProtParam (“ProtParam

tool - ExPASY”, https://web.expasy.org/protparam/).

2.3. Cristalizacéo
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Os primeiros ensaios de cristalizacdo e o “screening” inicial foram realizados
no Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio), Campinas — SP, através de proposta
de pesquisa enviada pela pesquisadora Dra. Elisangela Soares Gomes Pepe. Os
cristais obtidos nas condi¢des avaliadas eram frageis e quebradicos, o que impediu
sua coleta e posterior analise por difracdo de raios-X. Diante disso, a amostra da
enzima Bg10 foi gentilmente cedida pela pesquisadora para a presente pesquisa.

Os ensaios descritos a seguir foram realizados durante estagio doutoral no
Laboratorio de Cristalografia Aplicada a Indastria e a Medicina, do Instituto de
Tecnologia Quimica e Biologica (ITQB) da Universidade Nova de Lisboa (UNL) em
Oeiras, Portugal, sob orientacdo do pesquisador Dr. Pedro Matias.

Os novos experimentos de cristalizacdo foram realizados manualmente em
placas de 24 pocos utilizando o método de difusdo de vapor em gota assente, com
um volume de gota de 1 pL (variando a proporcao da proteina e do precipitante) e
volume de reservatorio de 500 uL. As placas de cristalizacdo foram seladas e
mantidas em ambientes sob temperatura controlada (4 °C, 20 °C e 30 °C). Os ensaios
iniciais foram realizados utilizando kits comerciais JCSG+ Screen, Structure | & I, Pact
Premier, The BCS Screen, Morpheus HT-96 (Molecular Dimensions, Sheffield,
Inglaterra) e os kits The Pact Suite e The AmSO4 Suite (Qiagen, Hilden, Alemanha).
Neste caso, cada condicdo (gota) foi realizada em triplicata.

As gotas foram examinadas sob uma lupa estereoscoépica diariamente e, por
conseguinte, as condi¢cbes iniciais foram otimizadas em placas de 96 pocos
preparadas pelo robd de pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech, Royston, Reino
Unido) (Figura 1). Nesta condicéo, a gota era formada por 250 nL da proteina (50%
v/v), 200 nL da solucdo de cristalizacdo (40% v/v) dos kits comerciais e 50 nL de
aditivos (10% v/v). A condicao ideal estabelecida foi avaliada com os kits de aditivos
Additive Screen HT (Hampton Research, Aliso Viejo, California, EUA) e Morpheus
Additive Screen (Molecular Dimensions). As otimiza¢des foram necesséarias a fim de

se obter cristais com a melhor morfologia e melhor tamanho possivel.
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Figura 1. Imagem ilustrativa do robd de pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech) com
camara de controle de umidade que impede a evaporagdo da amostra.

As placas foram visualizadas em lupa estereoscopica e 0s cristais Unicos, com
faces e bordas lisas e com tamanho a partir de 200 um foram coletados, imersos em
crioprotetor (15% [v/v] de glicerol incorporado & sua respectiva solugdo de
cristalizacao), rapidamente congelados em nitrogénio liquido e usados para coleta de

dados.

2.4. Coleta e processamento de dados
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Os cristais da Bg10 obtidos de diferentes condi¢cdes foram submetidos as
analises na Linha de Luz 104 no sincrotron Diamond Light Source em Oxfordshire,
Reino Unido, usando um detector Eiger2 XE 16M. Os melhores dados medidos para
os cristais Bgl0 foram usados para resolver a estrutura da proteina. Os dados de
difracdo foram processados com XDS (Kabsch et al.,, 2010) através da suite
autoPROC (Vonrhein et al., 2011), e posteriormente convertidos para utilizacdo na
suite de programas CCP4 (Winn et al., 2011). Uma busca por estruturas de proteinas
similares foi realizada no banco de dados PDBe (“Protein Data Bank in Europe”). A
estrutura da proteina Bg10 foi resolvida usando a técnica de substituicdo molecular
com o programa PHASER (McCoy et al., 2007) integrado ao CCP4 (Winn et al., 2011),
utilizando como modelo a estrutura de uma B-glicosidase de Streptomyces sp. (PDB
1gnx com identidade de sequéncia de 69%). O modelo foi corrigido numa estacao
grafica 3D com COOT (Emsley et al., 2010) e o refinamento da estrutura realizado
com a suite de programas PHENIX (Adams et al., 2010). O modelo final foi validado
atraves da ferramenta Molprobity (Chen et al., 2010).

As imagens da estrutura foram obtidas e visualizadas no software PyMol (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.0 Schrodinger, LLC.).

2.5. Ancoragem molecular da Bg10

O modo de ligacédo dos ligantes glicose (BGC), celobiose (CBI), celotriose
(CTR), celotetraose (CTT) e pNP-G (p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo) com o sitio ativo
da Bg10 foi avaliado por meio de simulacdo de ancoragem molecular. A estrutura da
Bg10, denominada receptor, foi preparada removendo as 4guas e adicionando atomos
de hidrogénios polares, e em seguida, estabelecidas as coordenadas da grade de
busca usando o AutoDock Tools 1.5.6 (Morris et al., 2010). O tamanho da grade foi
estabelecido para x=20, y=20 e z=20 com espacamento de 1A, o centro da grade nas
dimensdes x=39,760, y=14,426, z=27,444 e o parametro de exaustividade igual a 10.

A ancoragem molecular foi realizada com o AutoDock Vina 1.1.2 (Trott e Olson,
2010) utilizando o receptor e cada um dos ligantes juntamente com os parametros da
grade definidos anteriormente, considerando o receptor como rigido e os ligantes

como flexiveis. O melhor modo de ligacdo para cada ligante foi considerado como
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sendo o modo com menor energia livre de ligacdo, o qual foi alinhado com a estrutura
do receptor e escolhido para a analise seguinte. A visualizacdo da estrutura proteina-
ligante e a preparacao de figuras foram realizadas com o software PyMol (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 2.3.0 Schrodinger, LLC.).

As interacdes entre proteina-ligante foram avaliadas por meio da ferramenta
LigPlot+ (Laskowski e Swindells, 2011) utilizando o complexo proteina-ligante (BGC,
CBI, CTR, CTT e pNP-G) a fim de conhecer os residuos envolvidos e o tipo de
interacéo estabelecida com os ligantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Expressao e Purificagcdo da proteina recombinante

As fracdes eluidas da coluna durante a purificacdo por SEC, referentes a
principal fracdo eluente visualizada no cromatograma, foram analisadas por
eletroforese em gel SDS-Page (Davis, 1964) (Figura 2).

O rendimento total dessa enzima apds a purificacdo por cromatografia por
exclusdo de tamanho foi de aproximadamente 33 mg/mL-* por litro de cultura. Quando
necessario, as fracées eluidas foram reunidas e submetidas a concentracdo até ser

possivel recuperar a proteina alvo em uma concentragdo 210 mg/mL™.

25. -
7 -

Figura 2. Eletroforese por SDS-Page apos purificacdo da Bgl10 por SEC. M: Marcador
de massa molecular (“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad,
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Hercules, Califérnia, EUA); Linhas 1-11: fracdes eluidas. A seta indica a Bg10 com
massa molecular estimada em aproximadamente 58,33 kDa.

3.2. Cristalizacdo e otimizacao dos cristais

Os cristais obtidos a partir das placas preparadas pelo robd de pipetagem
Mosquito LCP (SPT Labtech) foram formados em uma condi¢do considerada ideal
contendo 12% (v/v) PEG 3550, 250 mM citrato de potassio e 10% (v/v) de 1,5-
pentanediol 40% (v/v) a uma temperatura constante de 20 °C (Figura 3). Os dados de
maior difragéo para os cristais Bg10 foram a uma resolucéo de 2.3 A.

Figura 3. Cristais obtidos para Bgl0 sob a condi¢cdo contendo 12% (v/v) PEG 3550,
250 mM citrato de potassio e 10% (v/v) de 1,5-pentanediol 40% (v/v) crescido sob
temperatura constante de 20 °C.

3.3. Estrutura geral da Bg10

Apesar do grande numero de sequéncias de GH1 serem identificadas através
da inferéncia de homologia por similaridade de sequéncias em bancos genémicos e
metagendmicos, como por exemplo NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”,), CAzZy (“Carbohydrate-Active Enzymes Database”) e
(“SwissProt/Uniprot”), poucas enzimas pertencentes a familia GH1 foram efetivamente
estudadas do ponto de vista estrutural e um nimero ainda menor de B-glicosidases

(EC 3.2.1.21) desta familia possuem estrutura tridimensional depositada no PDB.
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No presente trabalho, uma p—glicosidase metagenémica (Bg10) pertencente a
familia GH1 foi previamente caracterizada bioquimicamente e mostrou-se estimulada
e tolerante a glicose, bem como apresentou outras caracteristicas interessantes para
uso industrial como a tolerancia aos alcoois etanol e metanol além de ampla faixa de
temperatura de atuacado (Gomes-Pepe et al., 2016). Tais caracteristicas tornam esta
enzima uma boa candidata ao processo de producdo de etanol 2G ou mesmo ao
processamento de bebidas alcdolicas como a maturacdo de vinhos para acelerar o
envelhecimento através da quebra de compostos glicosidicos precursores de sabor
(Gomes-Pepe et al., 2016).

A estrutura da Bgl0 a uma resolucdo de 2.3 A foi determinada através de
substituicdo molecular, usando como molde uma 3-glicosidase de Streptomyces sp.
(69% de similaridade de sequéncia, PDB 1gnx). A Tabela 1 mostra a estatistica e
processamento de dados da Bg10. O modelo foi refinado até os valores finais de Rwork
0.232 e Riree 0.264, além disso, o diagrama de Ramachandran mostrou que 95,42%

dos residuos da Bg10 se situaram em regides favoraveis.

Tabela 1. Coleta de dados, processamento e refinamento da estrutura da Bg10.

Coleta de dados

Linha de Luz 104

Detector Eiger2 XE 16M
Comprimento de onda (A) 0.97950

Grupo espacial c2

Parametros da malha unitaria

a, b, c(A) 92,43; 138,48; 114,84
B (°) 102,47

Processamento dos dados (AutoPROC/STARANISO)
Limites de resolucdo do elipsoide

montado na superficie de corte da 3,43; 2,60; 2,29
resolucéo (A)

Limites esféricos de resolucao (A) 75.6 —2.31 (2.60 — 2.31)
No. total de observactes 114356 (4334)
NP° total de reflexdes Unicas 33702 (1686)
Multiplicidade 3,4 (2,6)
Completude esférica (%) 54,4 (8,9)
Completude elipsoidal (%) 88,9 (59,3)
R-merge 2 0,193 (0,643)
R-p.i.m. b 0,124 (0,486)
<l/o (I)> 5,6 (1,5)

CC (1/2) 0,982 (0,584)
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55,9

Estatisticas de refinamento

Faixa de resolucéo (A)

Rwork (%) ©

Riree (%)

Composicdo e completude do modelo
Regides omitidas

N° de atomos de proteina néo-
hidrogénios

Moléculas de solvente

Valores médios do fator B (A2)
Proteina

Moléculas de solvente

112,13 — 2,30 (2,37 — 2,30)
23,2 (45,2)
26,4 (50,1)

1-16; 485-493 em ambas as cadeias
AeB

7099

21

29,1
22,7

Desvios da geometria do modelo em relagé@o aos valores ideais

RMS ligagbes (A)

RMS éangulos (°)

Centros quirais (A3)

Grupos planares (A)

Validacéo do modelo ¢
Ramachandran favorecidos (%)
Ramachandran outliers (%)
Rotameros outliers (%)

C® outliers (%)

Clash score

0,002
0,537
0,040
0,003

95,42
0
0,69
0
3,10

Os valores entre parénteses sao para a resolugao “Outershell”. & R-merge = (Zhki Zi
[li(hk) - <I(hkl)>]) / (Zhk Zi 1(hkl)) X 100 %; °: R-p.i.m. = Znw [1/(N-1)]¥2 Z; [li(hk]) - <I(hkI)
>| [ (Zna Zi li(hkl)) x 100 % (Diederichs e Karplus, 1997) x 100 %; ©: Rwork = (Zhki
[|Fobs(hkI)| - |Feaic(hKk|[) / (Zhki |Fobs(hkl)[) x 100 %; 9: Calculado usando Molprobity.

Além de apresentar forma homodimérica, a estrutura cristalografica da Bgl10

possui um enovelamento classico do tipo TIM barril (B/a)s, comum a outras f-

glicosidases da familia GH1 (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura geral homodimérica da Bg10. A: A estrutura € representada na
forma de cartoon (com folhas beta coloridas na cor magenta e alpha-hélices coloridas
na cor ciano) e superficie (colorida em rosa claro).

A fim de avaliar similaridades entre as enzimas, foi realizado um alinhamento
de estruturas e um alinhamento multiplo de sequéncias entre a Bg10 e B-glicosidases
homologas com diferentes niveis de tolerancia e estimulacao pela glicose (Tabela 2).
A partir desta analise foi possivel observar a posicdo dos residuos cataliticos e as

regides conservadas destas enzimas (Figuras 5 e 6).

Tabela 2. Comparagéo entre as caracteristicas da Bg10 com outras B-glicosidases
GH1 e seus diferentes niveis de tolerancia/estimulacéo pela glicose.

Enzima  Tolerancia a Esc:irmtjilcigséeo Cobertura (%) Identidade Referéncias
(PDB) glicose (mM) P (r%M) ° (%)
3ahy 50 0 91 38 (JENG et al., 2011)
(GUASCH et al., 1999; PEREZ-
1gnx 65 nd 95 69 PONS et al., 1994)
(DE GIUSEPPE et al., 2014;
4mdo 450 50 92 37 SOUZA et al., 2013)
Bg10 500 150 Este trabalho (GOMES-PEPE et al., 2016b)
500z 750 nd 94 44 (SHARMA et al., 2019)
3vik 1000 200 96 35 (JENG et al., Zgéi;[)UCHIMA etal.,
(MATSUZAWA; WATANABE;
5xgz nd 50 96 47 YAOI, 2017)

nd: ndo disponivel
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Figura 5. Propriedades estruturais e de tolerancia/estimulo da Bg10 com outras -
glicosidases GH1. A: Comparagao estrutural entre Bg10 e outras 3-glicosidases GH1
com diferentes niveis de tolerancia/estimulacdo pela glicose (PDB IDs 1gnx, 5xgz,
509z, 4mdo, 3vik e 3ahy); B: Superposicéo dos residuos do sitio ativo entre a Bg10 e
outras B-glicosidases GH1.

Embora seja possivel observar diferencas estruturais discretas em alguns
residuos, o alinhamento entre as estruturas e a Bgl0 evidenciou semelhanca
estrutural e posicionamento dos residuos cataliticos mantendo o padrdao do
enovelamento de B-glicosidases GH1 (RMSD de 0,730 A para 3ahy; 0,401 A para
1gnx; 0,895 A para 4mdo; 0,591 A para 50gz; 0,927 A para 3vik e 0,711 A para 5xgz)
(Figura 5.A e 5.B). Ainda, é possivel observar que as estruturas mais similares a Bg10,
com RMSD de 0,401 A (PDB 1gnx) e 0,591 A (PDB 50gz), apresentam diferentes
niveis de tolerancia a glicose (65 e 750 mM, respectivamente) (Tabela 2), assim,
podemos inferir que o enovelamento proteico pode néo estar diretamente relacionado
aos mecanismos de toleréncia e que, possivelmente, a chave para compreendé-los
esteja envolvido com alguns residuos chave (Lee et al., 2012; De Giuseppe et al.,
2014; Mariano et al., 2017; Santos et al., 2019).

3.4. Sitio ativo da Bg10

O canal de ligacao ao substrato € composto por diversos residuos que formam
tanto a porcdo glicona quanto aglicona, sendo que o0s residuos que estdo
posicionados no subsitio -1 (glicona), responsavel pela ligacdo da extremidade n&o-

redutora do substrato, sdo extremamente conservados (Figura 6). Os residuos que
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formam a porcao glicona sdo Q34, H135, W136, N179, E180, N237, N310, Y312,
E390, W437, E444, W445 e F453, enquanto que a porgao aglicona, esta por sua vez
responsavel pela ligacdo da extremidade redutora do substrato, é formada pelos
residuos W182, C183, L187, H194, H239, T313 E T315 (Figura 6).
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Figura 6. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da Bg10 com outras [3-
glicosidases da familia GH1. Os numeros de acesso correspondem a B-glicosidase de
Streptomyces sp. (1gnx), microrganismo ndo cultivavel (5xgz), Ruminiclostridium
thermocellum (50gz), Humicola insolens (4mdo), Trichoderma reesei (3ahy) e
Neotermes koshunensis (3vik). Caixas com fundo vermelho e letras brancas: residuos
estritamente conservados; letras vermelhas dentro de caixas azuis: regibes de
sequéncia altamente similares. Os residuos cataliticos de &cido glutdmico sao
indicados por uma estrela. e: Residuos que formam a porgao glicona; A: Residuos
que formam a por¢ao aglicona. Elementos de estrutura secundaria obtidos a partir da
entrada Bg10 apresentados no topo (a-hélices como espirais, folhas  como setas e
voltas como letras TT). O alinhamento foi realizado através do ClustalW (Thompson
et al.,, 1994) e a figura elaborada utilizando o programa ESPript (Robert e Gouet,
2014).
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Conforme esperado para o bolséo catalitico, os motivos N-E-P (residuos 179 -
181) e V/I-T-E-N-G (388-392) (Figura 6) sao regides conservadas em B-glicosidases
da familia GH1, sendo que os residuos de acido glutamico presentes nestes motivos
conservados sd@o responsaveis pela catélise enzimatica atuando como residuo
acido/base geral e nucledfilo catalitico, respectivamente.

Além disso, os residuos de acido glutamico correspondentes na enzima Bgl10
sdo encontrados nas posicdes E180 e E390 (Figura 6) e estdo posicionados de
maneira oposta no fundo da estrutura supersecundaria formada pelo barril (3/a)s e séo

separados por aproximadamente 4.4 A (Figura 7).

Figura 7. Distancia em angstrons entre os residuos do sitio ativo E180 e E390 da
Bg10.

3.5. Bases moleculares da tolerancia/estimulacéo pelo produto

Alguns estudos revelaram em detalhes o mecanismo de reacao, cavidade e
sitio catalitico presentes em algumas GH1 e GH3 permitindo compreender aspectos
importantes extrapolaveis para cada familia, como a presenca de regides de afinidade
especifica para regides agliconas e gliconas; mecanismos de retencédo do carbono
anomeérico, fung¢des dos residuos do canal catalitico, além de diferengas nos residuos
cataliticos de acdo acido/base e nucleofilico respectivo de cada familia (Jeng et al.,
2012; De Giuseppe et al.,, 2014; Yang et al.,, 2015; Matsuzawa et al., 2016). No
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entanto, alguns aspectos peculiares presentes em algumas —glicosidases resistentes
e estimuladas pelo produto tém atraido notoria atencdo dos pesquisadores, uma vez
que a base molecular relacionada a tais caracteristicas ainda ndo é bem
compreendida (Yang et al., 2015).

Todavia, analises estruturais revelam que o canal catalitico de B-glicosidases
GH1 é mais profundo e mais estreito que o canal de B-glicosidases GH3, fazendo com
que 0 acesso da glicose ao canal ativo seja restrito, 0 que suscita a hipotese que a
limitacdo do acesso seja uma das caracteristicas que contribuem para tolerancia a
glicose (De Giuseppe et al., 2014).

A estrutura da BglO exibiu um canal com 17.83 A de profundidade
(profundidade do residuo nucledfilo) e 592 A3 de volume (Figura 8), corroborando com
os resultados encontrados por de Giuseppe et al. (2014), onde a B-glicosidase GH1
de Humicola insolens (HiBG, PDB 4mdo) tolerante (450 mM) e estimulada pela glicose
(50 mM), caracteristicas estas que sao muito similares a da Bgl0 (350 mM de
tolerancia e 100 mM de estimulacdo pela glicose), apresentou o canal catalitico com
17 A de profundidade e 381 A3 de volume, enquanto que uma GH3 de Aspergillus
aculeatus (PDB 4iig, intolerante a glicose) apresentou um canal de 11,3 A de
profundidade e 297 A3 de volume. Estes autores, ao avaliarem diferencas entre a
profundidade do canal catalitico entre B-glicosidases GH1 com diferentes niveis de
tolerancia/estimulacéo pela glicose e uma GH3 néo tolerante, evidenciaram que a
largura do canal pode favorecer a entrada da glicose ao sitio ativo, afetando a
atividade enzimatica por inibicdo competitiva. Em outras palavras, pode-se dizer que,
em canais mais largos e rasos, como os canais de B-glicosidases GH3, 0 acesso da

glicose ao sitio ativo é facilitado.
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Figura 8. Vista lateral do canal ativo da Bg10 apos simulacao de ancoragem molecular
com a glicose exibindo a profundidade do residuo nucleodfilo em angstrons. Residuos
cataliticos coloridos em “pink” e atomos de carbono da glicose coloridos em verde.

Do mesmo modo, outros fatores também devem agregar sentido a esta teoria
para que a mesma seja capaz de alicercar as bases tedricas para a tolerancia e
estimulacdo ao produto em B-glicosidases, sendo que a literatura vigente sugere
fatores que vao desde aspectos relacionados a influéncia de residuos especificos em
proximidade ao canal catalitico (Liu et al., 2011; De Giuseppe et al., 2014; Cao et al.,
2015; Guo et al., 2016), a ligacdo da glicose a locais secundarios com diferentes
afinidades e a geometria de certos locais de ligacdo que favorecem a clivagem do
substrato através da transglicosilacdo (Yang et al., 2015), bem como fatores
relacionados ao papel conjunto de residuos que determinam as condicbes
eletrostaticas especificas de regides enzimaticas estratégicas como os “gatekeepers”,
indicando que uma entrada mais neutra favorece tanto a tolerancia, como o estimulo
(De Giuseppe et al., 2014).

Tendo em vista estes fatores, investigamos quais destas caracteristicas
estavam presentes na estrutura da Bgl0, visando entender o quanto estas teorias
corroboravam com o fato de a enzima ser tolerante e estimulada pela glicose. Os
residuos L187, S191, V193, H194, P342, W343, F351, H352, L353, M361, R362,
W363, A446 e Y447 compdem os “gatekeepers” na Bgl0. Estes residuos que regulam

a entrada da glicose ao sitio ativo sédo principalmente polares (Figura 9.A) e fazem
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parte do subsitio aglicona sendo geralmente mais neutros que o subsitio -1, regiao

formada por residuos negativamente carregados (Figura 9.B).
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Figura 9. Canal catalitico da Bgl0. A: Residuos “gatekeepers” (residuos que
compdem a entrada do canal catalitico) preditos para Bg10. B: Superficie eletrostatica
da Bgl10. As superficies coloridas em vermelho representam cargas negativas, em
branco cargas neutras e em azul cargas positivas. C: Canal catalitico predito com o
servidor POCASA (Yu et al., 2009) (configuracdes padrdo). D: Simulacdo de
ancoragem molecular da glicose (com atomos de carbono coloridos em verde) e do
substrato pNP-G (com atomos de carbono coloridos em rosa claro). E: Distancia em
angstrons entre o oxigénio 6-OH da glicose e o carbono da ligag&o glicosidica.

Além disso, evidéncias da literatura apontam para a influéncia dos residuos
W168, C170 e L173 (correspondentes a W182, C183 e L187 na Bg10), encontrados
em diversas [3-glicosidases tolerantes (Figura 6), que podem auxiliar os “gatekeepers”
estreitando o canal que dé acesso ao sitio ativo e regulando a entrada e a orientacéo
da glicose (Lee et al., 2012; De Giuseppe et al., 2014; Mariano et al., 2017; Santos et
al., 2019). Santos e colaboradores (2019) realizaram mutagénese sitio dirigida de
L167W/P172L da B-glicosidase de Trichoderma harzianum (ThBGI) (PDB 5bwf)
(Santos et al., 2016) baseada na estrutura da B-glicosidase altamente tolerante e
levemente estimulada (HiBg, PDB 4mdo (De Giuseppe et al., 2014)). Esta mutacao
dupla resultou em um aumento significativo na tolerancia da ThBGI (até 1 M de
glicose). A Bg10, por sua vez, ja apresenta os residuos de triptofano e leucina nestas
posicoes (W182 e L187), reforgando o pressuposto sobre os residuos “gatekeepers”
neutros auxiliados por estes residuos no mecanismo de tolerancia a glicose.

Por outro lado, Yang et al. (2015) sugerem ainda que a presenca do residuo
T228 (posicdo ocupada pelo residuo H239 na Bgl0) € um dos responsaveis pelo
aumento da tolerancia a glicose, no entanto, este residuo esta presente também na
glicosidase 1gnx que € levemente tolerante (até 50 mM), ao contrario da Bgl0
altamente tolerante e levemente estimulada. Além disso, esse residuo nédo se
apresentou conservado entre as B-glicosidases com diferentes niveis de tolerancia e
estimulo aqui analisadas (Tabela 2), sendo substituido por asparagina em 5xgz e 3vik,
serina em 50gz e aspartato em 4mdo e 3ahy (Figura 6). De fato, His239 realizou
contatos do tipo hidrofobicos e ligacdes de hidrogénio em todos os ligantes analisados
(Figura 10, Tabela 3), o que indica sua importancia durante a hidrolise. Este cenario
reforca que somente a presenca de determinados residuos ndo é suficiente para

suportar o mecanismo de tolerancia destas enzimas. No entanto, ensaios de atividade
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com mutantes para o residuo H239 na Bg10 podem ajudar a compreender melhor sua

funcao.
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Figura 10. Diagrama de potenciais interacdes entre a enzima Bgl10 e seus ligantes. A: pNPG; B: celobiose; C: celotriose; D:
celotetraose. Linhas tracejadas verdes indicam ligacGes de hidrogénio e seu comprimento em angstrons; icones vermelhos
indicam residuos envolvidos em contatos hidrofébicos; os conectores dos ligantes estdo coloridos em lilas e dos residuos de
aminoacidos em dourado. Figuras preparadas pelo Pymol e LigPlot+ v2.2 (Laskowski e Swindells, 2011).
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3.6. Simulacdes de ancoragem molecular

Sabe-se que, ndo apenas a acessibilidade do canal influencia para a ligagao
da glicose, mas também sua preferéncia/afinidade sdo cruciais e podem variar de
proteina para proteina dependendo das caracteristicas de cada uma delas (Yang et
al., 2015). Sendo assim, realizamos um estudo de ancoragem molecular com o0s
ligantes pNP-G, glicose (BGC), celobiose (CBI), celotriose (CTR) e celotetraose (CTT)
para a estrutura Bg10 sob o intuito de predizer as possiveis intera¢des entre proteina-
ligante. O melhor modo de ligacdo escolhido para pNP-G, glicose, celobiose,
celotriose e celotetraose foi aquele que apresentou a menor energia livre de ligagéo,

sendo -7,6; -6; -7,1; -7,3 e -6,2 kcal/mol, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Residuos da Bg10 envolvidos em contatos com os ligantes analisados.

. qurglg de Aminoécidos envolvidos em ligacdes de Aminoécidos envolvidos em interacdes
Ligante ligacdo . P . L
hidrogénio hidrofébicas
(kcal/mol)
NP-G 76 Glu444, His194, His239, Glu390, Glu180, Leul87, Trp363, Thr313, Asn237, Tyr312,
p : Trp445 Trp136
GIn240, Thr315, His239, Asn237, Asn310,
BGC -6 Leu238, Ther313 Tyr311, Tyr312
CBI 71 Glu444, His239, Thr315, Thr313, Tyr312, Trp363, Leu187, Tyr311, Trpa4s
Glul80
Trp437, Trpl82, Cys183, Leul87, His239,
CTR 73 GIn3a4, T;‘?ﬁgiéGT'”gfé Aé'ﬁ,ﬂi Thr315, 101311, Met361, Phe453, Trp363. GIU390,
o 1Yrols, His135, Trp136
GIn240, Thr315, His194, Glu444, Glu390, Leu373, Trp343, Trp363, Trpl82, Cys183,
CTT -6,2 Tyr312, GIn34, Trp445, Leu238, Asn310, Trpl36, His135, Phe453, Trp437, Glul80,

Thr313

His239, Ans237, Tyr311

Com relacao a glicose, foi possivel observar que ela apresentou maior afinidade

ao lado oposto ao sitio ativo, em uma regido localizada no meio do canal catalitico,
posicionada de forma adjacente a ligacao glicosidica do pNP-G, onde a geometria
entre estes ligantes apresentou uma distancia de 4.1 A (Figuras 9.D e 9.E). Em um
estudo realizado por Yang et al. (2015), a geometria entre 0s mesmos ligantes foi
muito semelhante (4.3 A) para uma B-glicosidase de origem metagendmica tolerante

e estimulada pela glicose (Bgl1A), indicando que esta geometria ndo afeta a atividade
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enzimatica via inibicdo competitiva pelo local de ligacdo, mas pode favorecer a
ocorréncia de reacdes de transglicosilacdo ao invés de hidrélise (Yang et al., 2015).
A energia de ligagdo com celotriose foi de -7,3 e com celobiose -7,1; mas menor
com celotetraose (-6,2 kcal/mol) indicando que o sitio ativo da Bg10 acomoda melhor
substratos com até trés unidade de glicose (Figura 10). A energia de ligacdo do pNP-
G foi mais forte (-7,6 kcal/mol) que em celobiose, corroborando com estudos cinéticos
realizados anteriormente, onde a atividade da Bg10 contra o substrato p-nitrofenil 3-
D-celobiosideo (pNP-C) foi de somente 20% quando comparada com o substrato
PNP-G (100%) (Gomes-Pepe et al., 2016). Os aminoacidos e os tipos de interacdes

com os ligantes estéo descritos na Tabela 3.

4. CONCLUSOES

No presente estudo descrevemos a estrutura cristalografica de uma pB-
glicosidase de origem metagendmica tolerante e estimulada pela glicose. A Bgl0
apresentou um enovelamento classico do tipo TIM barril (B/a)s, comum a outras -
glicosidases da familia GH1. Os residuos de acido glutamico E180 e E380 que atuam
como acido/base e nucledfilo, respectivamente, estdo posicionados de maneira
oposta um ao outro a uma distancia de 4.4 A no fundo da estrutura supersecundaria
formada pelo barril (B/a)s. Os estudos estruturais e as simulagbes de ancoragem
molecular permitiram identificar o local de preferéncia de ligacao da glicose localizado
no lado oposto ao sitio ativo e no meio do canal catalitico. Além disso, foi possivel
identificar residuos conservados e os residuos envolvidos em ligagdes de hidrogénio
e interac6es hidrofébicas com os ligantes. Ademais, a estrutura da Bgl0 revelou a
presenca de residuos “gatekeepers” neutros, uma entrada do canal ativo mais neutra
gue o restante da estrutura; e um canal catalitico profundo e estreito. Todas estas
caracteristicas estéo diretamente relacionadas a tolerancia e ao estimulo pela glicose
nesta enzima, corroborando com elementos anteriormente pressupostos pela
literatura, bem como indicado pelos dados experimentais previamente obtidos para
Bgl0. Estes resultados permitiram compreender alguns de seus principais
mecanismos de tolerancia e estimulo que, aliados a novos estudos empregando

técnicas de mutagénese sitio dirigida, poderdo contribuir consideravelmente para o
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aumento da atividade catalitica e da tolerancia a glicose da Bgl0 e de outras B-
glicosidases GH1, Uteis no processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulésica,

dentre outras aplicagcfes biotecnolégicas.

5. REFERENCIAS

Adams, P.D., Afonine, P. V., Bunkoczi, G., Chen, V.B., Davis, |.W., Echols, N., Headd,
J.J., Hung, L.W,, et al. (2010). PHENIX: A comprehensive Python-based system for
macromolecular structure solution. Acta Crystallographica Section D: Biological
Crystallography 66: 213-221.

Cao, L.C., Wang, Z.J., Ren, G.H., Kong, W., Li, L., Xie, W. e Liu, Y.H. (2015).
Engineering a novel glucose-tolerant B-glucosidase as supplementation to enhance
the hydrolysis of sugarcane bagasse at high glucose concentration. Biotechnology
for Biofuels 8: 1-12.

Chen, V.B., Arendall, W.B., Headd, J.J., Keedy, D.A., Immormino, R.M., Kapral, G.J.,
Murray, L.W., Richardson, J.S. e Richardson, D.C. (2010). MolProbity: All-atom
structure validation for macromolecular crystallography. Acta Crystallographica
Section D: Biological Crystallography 66: 12-21.

Davis, B.J. (1964). Davis : Disc Electrophoresis. Clinical Applications 121: 404-427.

De Giuseppe, P.O., Souza, T.D.A.C.B., Souza, F.H.M., Zanphorlin, L.M., Machado,
C.B., Ward, R.J., Jorge, J.A., Furriel, R.D.P.M. e Murakami, M.T. (2014). Structural
basis for glucose tolerance in GH1 B-glucosidases. Acta Crystallographica Section
D: Biological Crystallography 70: 1631-1639.

Diederichs, K., Karplus, P. (1997) Improved R-factors for diffraction data analysis in
macromolecular crystallography. Nature Structural Biology 4: 269-275.

Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W.G. e Cowtan, K. (2010). Features and development
of Coot. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 66: 486—
501.

Gomes-Pepe, E.S., Sierra, E.G.M., Pereira, M.R., Castellane, T.C.L. e De Lemos,
E.G.M. (2016). Bg10: A novel metagenomics alcohol-tolerant and glucose-stimulated
ghl B-glucosidase suitable for lactose-free milk preparation. PLoS ONE 11: 1-25.

Gomes, E.S., Schuch, V. e Lemos, E.G. de M. (2013). Biotechnology of polyketides:
New breath of life for the novel antibiotic genetic pathways discovery through
metagenomics. Brazilian Journal of Microbiology 44: 1007-1034.



56

Guasch, A., Vallmitjana, M., Pérez, R., Querol, E., Pérez-Pons, J.A. e Coll, M. (1999).
Cloning, overexpression, crystallization and preliminary X-ray analysis of a family 1 3-
glucosidase from Streptomyces. Acta Crystallographica Section D: Biological
Crystallography 55: 679-682.

Guo, B., Amano, Y. e Nozaki, K. (2016). Improvements in glucose sensitivity and
stability of trichoderma reesei B-glucosidase using site-directed mutagenesis. PLoS
ONE 11: 1-12.

Jeng, W.Y., Wang, N.C., Lin, C.T., Chang, W.J., Liu, C.I. e Wang, A.H.J. (2012). High-
resolution structures of Neotermes koshunensis [B-glucosidase mutants provide
insights into the catalytic mechanism and the synthesis of glucoconjugates. Acta
Crystallographica Section D: Biological Crystallography 68: 829-838.

Kabsch, W., T., B.A,, K., D.,, A, K.P, K,, D, S., M, G,, RR.B,, P, E,, et al. (2010).
XDS. Acta Crystallographica Section D Biological Crystallography 66: 125-132.

Laskowski, R.A. e Swindells, M.B. (2011). LigPlot+: Multiple ligand-protein interaction
diagrams for drug discovery. Journal of Chemical Information and Modeling 51.:
2778-2786.

Lee, H.L., Chang, C.K., Jeng, W.Y., Wang, A.H.J. e Liang, P.H. (2012). Mutations in
the substrate entrance region of B-glucosidase from Trichoderma reesei improve
enzyme activity and thermostability. Protein Engineering, Design and Selection 25:
733-740.

Liu, J., Zhang, X., Fang, Z., Fang, W., Peng, H. e Xiao, Y. (2011). The 184th residue
of B-glucosidase BgllB plays an important role in glucose tolerance. Journal of
Bioscience and Bioengineering 112: 447-450.

Mariano, D.C.B., Leite, C., Santos, L.H.S., Marins, L.F., Machado, K.S., Werhli, A. V.,
Lima, L.H.F. e De Melo-Minardi, R.C. (2017). Characterization of glucose-tolerant (3-
glucosidases used in biofuel production under the bioinformatics perspective: A
systematic review. Genetics and Molecular Research 16: 1-19.

Matsuzawa, T., Jo, T., Uchiyama, T., Manninen, J.A., Arakawa, T., Miyazaki, K.,
Fushinobu, S. e Yaoi, K. (2016). Crystal structure and identification of a key amino acid
for glucose tolerance, substrate specificity, and transglycosylation activity of
metagenomic B-glucosidase Td2F2. FEBS Journal 283: 2340-2353.

McCoy, A.J., Grosse-Kunstleve, R.W., Adams, P.D., Winn, M.D., Storoni, L.C. e Read,
R.J. (2007). Phaser crystallographic software. Journal of Applied Crystallography
40: 658-674.

Morris, G.M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M.F., Belew, R.K., Goodsell, D.S. e
Olson, A.J. (2010). AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated Docking with
Selective Receptor Flexibility. Journal of Computational Chemistry 30: 2785-2791.



57

Robert, X. e Gouet, P. (2014). Deciphering key features in protein structures with the
new ENDscript server. Nucleic Acids Research 42: 320-324.

Santos, C.A., Morais, M.A.B., Terrett, O.M., Lyczakowski, J.J., Zanphorlin, L.M.,
Ferreira-Filho, J.A., Tonoli, C.C.C., Murakami, M.T., et al. (2019). An engineered GH1
B-glucosidase displays enhanced glucose tolerance and increased sugar release from
lignocellulosic materials. Scientific Reports 9: 1-10.

Santos, C.A., Zanphorlin, L.M., Crucello, A., Tonoli, C.C.C., Ruller, R., Horta, M.A.C.,
Murakami, M.T. e De Souza, A.P. (2016). Crystal structure and biochemical
characterization of the recombinant ThBgl, a GH1 B-glucosidase overexpressed in
Trichoderma harzianum under biomass degradation conditions. Biotechnology for
Biofuels 9: 1-11.

Singh, G., Verma, A.K. e Kumar, V. (2016). Catalytic properties, functional attributes
and industrial applications of B-glucosidases. 3 Biotech 6: 1-14.

Srivastava, N., Rathour, R., Jha, S., Pandey, K., Srivastava, M., Thakur, V.K., Sengar,
R.S., Gupta, V.K., et al. (2019). Microbial beta glucosidase enzymes: Recent advances
in biomass conversation for biofuels application. Biomolecules 9: 1-23.

Thompson, J.D., Higgins, D.G. e Gibson, T.J. (1994). Clustal-W - Improving the
Sensitivity of Progressive Multiple Sequence Alignment Through Sequence Weighting,
Position-Specific Gap Penalties and Weight Matrix Choice. Nucleic Acids Research
22: 4673-4680.

Trott, O. e Olson, A. (2010). Autodock vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization and multithreading. Journal
of Computational Chemistry 31: 455-461.

Vonrhein, C., Flensburg, C., Keller, P., Sharff, A., Smart, O., Paciorek, W., Womack,
T. e Bricogne, G. (2011). Data processing and analysis with the autoPROC toolbox.
Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 67: 293-302.

Winn, M.D., Ballard, C.C., Cowtan, K.D., Dodson, E.J., Emsley, P., Evans, P.R.,
Keegan, R.M., Krissinel, E.B., et al. (2011). Overview of the CCP4 suite and current
developments. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 67:
235-242.

Yang, Y., Zhang, X., Yin, Q., Fang, W., Fang, Z., Wang, X., Zhang, X. e Xiao, Y. (2015).
A mechanism of glucose tolerance and stimulation of GH1 B-glucosidases. Scientific
ReportsNature Publishing Group 5: 1-12.

Yu, J., Zhou, Y., Tanaka, I. e Yao, M. (2009). Roll: A new algorithm for the detection
of protein pockets and cavities with a rolling probe sphere. Bioinformatics 1: 46-52.



58

Zhang, Y., Min, Z., Qin, Y., Ye, D.Q., Song, Y.Y. e Liu, Y.L. (2019). Efficient Display of
Aspergillus niger B-Glucosidase on Saccharomyces cerevisiae Cell Wall for Aroma
Enhancement in Wine. Journal of Agricultural and Food Chemistry 67: 5169-5176.

Zhao, L., Zhou, T., Li, X., Fan, S. e You, L. (2013). Expression and characterization of
GH3 B-Glucosidase from Aspergillus niger NL-1 with high specific activity, glucose
inhibition and solvent tolerance. Microbiology (Russian Federation) 82: 356-363.



59

CAPITULO 3 - Caracterizacdo estrutural in silico e estudos de ancoragem

molecular da B-xilosidase bacteriana BXil

RESUMO - As B-xilosidases sdo enzimas hidroliticas que atuam sobre a cadeia
principal da xilana em sinergia com endoxilanases, aumentando a eficiéncia da
hidrélise da xilana e, consequentemente, elevando a producdo de acucares
fermentesciveis. Em vista disso, as B-xilosidases sdo consideradas essenciais para o
complexo xilanolitico e tém-se tornado alvo de pesquisas académicas e industriais,
principalmente para o desenvolvimento de bioprocessos e produtos. O principal
objetivo deste trabalho foi caracterizar através de abordagens in silico uma [3-
xilosidase (BXil) anotada no genoma da Chitinophaga sp. CB10. Os estudos incluiram
a caracterizacdo das estruturas primaria e secundaria, modelagem e caracterizacao
da terciaria e estudos de simulacdo de ancoragem molecular. A partir dos resultados
obtidos foi possivel ter acesso a estrutura tridimensional da BXil que apresentou uma
repeticdo de dominio hélice beta atribuidos como GH43, arquitetura esta que nao
possui caracterizacdo funcional ou estrutural até o momento. Apesar de ambos
dominios terem sido identificados como GH43, apenas o C-terminal apresenta a
estrutura secundaria hélice beta com disposi¢éo de 5 laminas caracteristicas de GH43
e, considerando a qualidade superior da modelagem para o dominio C-terminal
somente este dominio foi utilizado para os estudos de ancoragem molecular. Com
base nestas analises, foi possivel prever a disposicdo de seu sitio ativo e 0s principais
residuos envolvidos em interagbes com diferentes substratos, indicando ainda que a
enzima BXil é capaz de acomodar substratos de tamanho intermediario em seu canal
catalitico. A fungdo do dominio N-terminal ainda n&o pbde ser esclarecida, uma vez
que este dominio ndo € similar a nenhum outro previamente determinado por
experimentos cristalogréaficos, permanecendo de funcdo desconhecida e carecendo
de estudos adicionais de cristalografia e cinética enzimatica dos dominios individuais
e em conjunto para a completa caracterizagdo funcional de BXil. Ndo obstante, a
auséncia de enzimas similares a BXil na literatura pode ser evidéncia de uma enzima
de atuacéao distinta das demais enzimas conhecidas, o que pode ser valioso do ponto
de vista biotecnoldgico.

Palavras-chave: Glicosil Hidrolase 43, hélice beta, interacbes proteina-ligante,
repeticdo de dominios
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1. INTRODUCAO

A estrutura heterogénea da xilana, o principal constituinte da hemicelulose, é
formada por diferentes tipos de ligagbes e ramificagbes proporciona uma barreira
fisica que limita a penetracdo das forcas mecanicas e microbianas. Logo, a hidrolise
completa da xilana requer enzimas que atuam sobre sua estrutura principal, como
endo-1,4-B-D-xilanases (comumente conhecidas como xilanases, E.C. 3.2.1.8) e [3-
xilosidases (E.C. 3.2.1.37), além de enzimas auxiliares que atuam sinergicamente nos
pontos de ramificacéo (Collins et al., 2005; Wang et al., 2014; Moreira e Filho, 2016).

As B-xilosidases, ou somente xilosidases, sao distribuidas em diversas familias
de GHs e realizam a hidrélise de ligagbes B-1,4 de xilo-oligossacarideos e xilobiose
através do mecanismo de inversdo do carbono anomeérico liberando unidades de
xilose (Knob et al., 2010; Juturu e Wu, 2012).

Algumas xilosidases desta familia apresentam atividade bifuncional de
arabinofuranosidase e B-xilosidase, principalmente em substratos de aril-glicosideo
(Falck et al., 2016), devido as semelhancas espaciais das ligacdes glicosidicas e
grupos hidroxilas entre os residuos de D-xilopiranose e L-arabinofuranose (Shallom e
Shoham, 2003; Huy et al., 2013).

A acéao sinérgica das B-xilosidases e endoxilanases aumenta a eficiéncia da
hidrélise da xilana e, consequentemente, eleva a producdo de aclcares
fermentesciveis. Isto é possivel gragas a agao catalitica das B-xilosidases que remove
os xilo-oligossacarideos que inibem as endoxilanases e limitam a hidrélise da xilana
(Polizeli et al., 2005; Knob et al., 2010; Canilha et al., 2012; Juturu e Wu, 2012). Em
vista disso, as xilosidases sédo consideradas essenciais para o complexo xilanolitico e
tém-se tornado alvo de pesquisas académicas e industriais, principalmente para o
desenvolvimento de bioprocessos e produtos.

A bactéria gram-negativa Chitinophaga sp. CB10 (Kishi et al., 2017), foi isolada
pelo grupo de pesquisa LBMP de um consorcio microbiano proveniente de uma pilha
de bagaco de cana-de-acucar para producdo de etanol e, conforme o esperado
considerando o ambiente de isolamento, foi capaz de degradar carboximetilcelulose
(CMC), motivando o grupo de pesquisa a sequenciar o material genético e a anotar

os genes relacionados a degradacéo de materiais lignocelulosicos. Um gene referente
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a ORF CB_612456 que codifica uma [B-xilosidase pertencente a familia GH43 foi
anotada no genoma deste organismo e, apds extensiva busca nos bancos de dados
através da ferramenta Blast, observou-se que a arquitetura de dominios desta enzima
ndo possui nenhum tipo de caracterizagéo funcional ou estrutural até o momento.

Estudos realizados utilizando ferramentas de bioinformatica, ou estudos in
silico, sdo mais rapidos e de menor custo que métodos experimentais e permitem a
interpretagéo prévia das inimeras sequéncias enzimaticas disponiveis em bancos de
dados fornecendo informacdes importantes como, por exemplo, a previsdo de
estruturas tridimensionais, comparacdo de sequéncias e estruturas, encaixe de
ligantes e interacdes proteicas. Além de fornecer uma visdo ampla sobre estas
caracteristicas, as analises in silico permitem manipular a estrutura tridimensional de
acordo com propaésitos especificos facilitando os ensaios in vitro.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi caracterizar através de
analises in silico o gene codificador da B-xilosidase anotado no genoma da
Chitinophaga sp. CB10, incluindo a modelagem por homologia de sua estrutura
terciaria e simulacdes de ancoragem molecular com diferentes ligantes, a fim de
conhecer os parametros fisicos gerais e caracteristicas estruturais desta enzima,

como a disposicdo do dominio catalitico e interacfes proteina-ligante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem da ORF CB_612456

A bactéria gram-negativa Chitinophaga sp. CB10 foi isolada de um consércio
microbiano proveniente de uma pilha de bagaco de cana-de-acUcar residual da
producado de etanol, tendo seu genoma parcial depositado no NCBI GenBank sob o
namero de acesso MLAV00000000 (Kishi et al., 2017). Considerando o ambiente de
isolamento, o referido consércio microbiano foi capaz de degradar
carboximetilcelulose (CMC) motivando a anotacdo de genes relacionados a
degradacdo de materiais lignocelulésicos (Funnicelli, 2018). Neste sentido, foi
realizada a prospeccéao in silico de genes relacionados a degradacao de biomassa a

partir do genoma da Chitinophaga sp. CB10, levando em consideracdo os motivos e
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dominios conservados de Glicosil Hidrolases (GHs), em especial B-xilosidases.

2.2. Andlise da estrutura priméria

A identificacdo dos dominios conservados da [(-xilosidase foi observado no

Pfam (https://pfam.xfam.org/) (Finn et al., 2016) e os dados fisico-quimicos tedricos

gerados com a ferramenta “ProtParam ExPASyY” (https://web.expasy.org/protparam/)

(Gasteiger et al., 2005). Ademais, com intuito de identificar possiveis peptideos sinais,
foi realizada uma analise com o servidor SignalP 5.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Almagro Armenteros et al., 2019).

Com intuito de avaliar a similaridade da B-xilosidase (BXil) com outras enzimas,
foi realizado alinhamento mdultiplo de sequéncias pelo ClustalW (Thompson et al.,
1994) utilizando a ferramenta Mega7 (Kumar et al., 2016). As sequéncias utilizadas
foram obtidas a partir da base de dados “nr’ (ndo redundante) do NCBI (Apéndice A).
Apés o alinhamento, uma arvore fenética foi construida através do programa Mega?
(Kumar et al., 2016), usando o método de “Neighbor Joining” (Saitou e Nei, 1987) com

“bootstrap” de 5000 réplicas.
2.3. Andlise da estrutura secundaria
A analise da estrutura secundaria da BXil foi realizada através dos servidores

PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Buchan e Jones, 2019) e SOPMA
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa sopma.html)

(Geourjon e Deléage, 1995), a fim de observar sua organizacao incluindo regiées
desordenadas, numero de hélices alfa, folhas beta e regides de “coil”.

2.4. Modelagem por homologia e caracterizacdo dos dominios

A modelagem por homologia teve como finalidade criar um modelo
tridimensional da BXil, elaborado a partir de um modelo de referéncia com alta
similaridade de sequéncia com a proteina alvo, sendo que quanto maior a identidade

entre as proteinas, melhor € a qualidade do modelo gerado. A predicdo da estrutura
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proteica para cada dominio foi obtida através do servidor Swiss Model

(https://swissmodel.expasy.org/). O modelo com melhor QMEAN (Qualitative Model
Energy ANalysis) (Benkert et al., 2008) para cada dominio foi refinado através do
servidor “RefineD” (Bhattacharya e Valencia, 2019) com modo de refinamento
conservador e, em seguida, a qualidade dessas estruturas foi avaliada através do

gréfico de Ramachandran obtido no web server’ Rampage

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

As estruturas foram visualizadas e analisadas por meio do programa Pymol
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.0 Schrodinger, LLC.).

Apos a modelagem dos dominios, o potencial eletrostatico da BXil foi calculado
com o APBS (“Adaptive Poisson-Boltzmann Solver”) integrado ao programa PyMOL.
Além disso, o Pymol também foi utilizado para identificar a hidrofobicidade da
molécula, a qual foi colorida com base na escala de hidrofobicidade de Eisenberg.

Os modelos estruturais da BXil também foram avaliados no “web server’
I-TASSER (“Iterative Threading ASSEmbly Refinement”) (Yang et al., 2015; Roy e
Kucukural, 2010; Zhang, 2008) a fim de prever sua estrutura e suas funcgdes, e no
“‘web server” CASTp (“Computed Atlas of Surface Topography of proteins”) (Tian et
al., 2018) a fim de localizar e medir as propriedades geométricas e topoldgicas de sua

estrutura.

2.5. Estudos de ancoragem molecular

O modo de ligacdo dos substratos xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose
(X4) e xilopentaose (X5) com o sitio ativo da BXil foi avaliado por meio de simulacéo
de ancoragem molecular. Este método testa inUmeras combinagdes possiveis entre o
ligante e o sitio ativo, e a conformacdo mais provavel, ou seja, com menor energia
livre de ligacéo, é utilizada para analise do complexo proteina-ligante.

A estrutura da BXil, denominada receptor, e dos substratos, denominados
ligantes, foram preparadas usando a ferramenta AutoDock Tools 1.5.6 (Morris et al.,
2010). O preparo do receptor consistiu ha remoc¢ao das moléculas de agua e adicédo
de atomos de hidrogénio polares, seguido pela determinagédo das coordenadas da

grade de busca. O tamanho da grade de busca foi estipulado para x=20, y=20 e z=20


https://swissmodel.expasy.org/
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php

64

com espacamento de 1 A, o centro da grade nas dimensdes x= 32,9, y= -20,538,
z=40,744 e o parametro de exaustividade igual a 10. O preparo dos ligantes iniciou-
se pela determinacdo automatica do numero de torsdes para cada uma das estruturas,
fusdo dos hidrogénios polares, calculo das cargas Gasteiger, finalizando com a
determinacao do ponto de torsao.

A ancoragem molecular foi realizada com o AutoDock Vina 1.1.2 (Trott e Olson,
2010) utilizando o receptor com cada um dos ligantes juntamente com o0s parametros
da grade definidos anteriormente, considerando o receptor como rigido e os ligantes
como flexiveis. O melhor modo de ligacdo foi considerado como sendo o0 modo com
menor energia livre de ligacdo, o qual foi alinhado com a estrutura do receptor e
escolhido para analises seguintes. A visualizacdo da estrutura proteina-ligante e o
preparo de figuras foram realizados com o software PyMol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.3.0 Schrodinger, LLC.).

As interacdes entre proteina-ligante foram avaliadas por meio da ferramenta
LigPlot+ (Laskowski e Swindells, 2011) utilizando o complexo proteina-ligante (X2, X3
e X4) a fim de conhecer os residuos envolvidos e o tipo de interagéo estabelecida com

os ligantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Origem e descrigcdo da ORF CB_612456

Dentre as enzimas preditas por homologia, a ORF CB_612456 apresentou 96%
de cobertura e 64,84% de identidade com uma GH43 de Chitinophagaceae bacterium
(nimero de acesso NCBI NCU05616.1) e tamanho compativel com sequéncias
anotadas de enzimas similares (porém nao caracterizadas) quando submetida a base
de dados néao curada “nr” (ndo redundante) do NCBI.

Entretanto, considerando os resultados obtidos no BLAST Protein (“Basic Local
Alignment Search Tool”) contra a base de dados PDB (“Protein Data Bank”) e
UniProt/SwissProt (“Universal Protein Resource”), 0s resultados de maior
similaridade, respectivamente, foram 40% de cobertura com uma Endo-1,4-beta-

xylanase D de Bacteroides thetaiotaomicron (nimero de acesso PDB 3gz4_A) e 39%
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de cobertura com B-xilosidase/arabinosidase de Bacteroides ovatus (numero de
acesso Uniprot P49943.1), indicando que trata-se de uma [B-xilosidase ainda né&o
descrita. Dentre as enzimas depositadas nestes bancos de dados foram encontradas
sequéncias que compartilhavam similaridade com um dominio de cada vez, seja 0 N-

terminal ou o C-terminal.

3.2. Anélise da estrutura priméria

Considerando a analise da ORF CB_612456 contra a base de dados de

familias de dominios enzimaticos Pfam (http://pfam.xfam.org/search/sequence) a

arquitetura encontrada para a sequéncia da BXil apresentou dois dominios GH43
(PF04616), ambos pertencentes a superfamilia frutosidase (CL0143) (Naumoff, 2001)
(Figura 1), sendo que os membros deste cla adotam uma dobra hélice beta de cinco
laminas (Nurizzo et al., 2002; Alberto et al., 2004) e € composto por nove familias,
dentre as quais estdo GH32, GH43, GH62, GH68 e GH130. Até o momento do
presente estudo, 387 sequéncias apresentaram a mesma arquitetura predita,
composta por dois dominios sequenciais de GH43 (Figura 1), no entanto, nenhuma

delas foi previamente caracterizada estrutural e funcionalmente.

+ h 4 h 4 h 4
i e——
1 100 200 300 400 500 600 700

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de dominios da BXil. A regido em
amarelo representa o peptideo sinal predito por SignalP 5.0 e as regibes em verde
representam cada um dos dominios, com residuos do sitio ativo indicados por
losangos vermelhos.

Os dados fisico-quimicos tedricos da BXil foram preditos empregando a

ferramenta ProtParam ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/) e resultaram em

massa molecular de 81,25 kDa e pl tedrico de 8. O indice de instabilidade foi de
35,7%, o que classifica esta proteina como estavel. O indice alifatico indica o volume
relativo ocupado pelos amino&cidos alanina, valina, isoleucina e leucina nas cadeias

laterais alifaticas e pode ser assumido como um indicador de termoestabilidade. A
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enzima BXil apresentou um indice alifatico de 76,90; indicando ampla
termoestabilidade.

A analise por SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para

bactérias gram-negativas detectou a presenca de peptideo sinal secretério do tipo
"padrao” (Sec/SPI) entre os residuos 1-35 (Figura 2), os quais foram removidos na
elaboracao dos “primers”. A presenca deste peptideo indica que a proteina alvo é
extracelular e que pode estar envolvida na degradacédo de oligosacarideos longos
(Falck et al., 2016).

SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): Sequence

SP(Sec/SPI) —

TAT(Tat/SPI) ==
LIPO(Sec/SPII)
cs5
OTHER

0.8

i
|

|

Sy e g o i e ) A ey L g C YT F0 T, T TT TRY PN S0 P i Py - 0

Probability
=

MNRLLRVLQSERLLINLAPNLLLLLLAVAPTALLAAVSEDSAYLFVYFTGNRKSDEAVRYAISTDGYRFRS

4 S5 5555555555555 55555555555S55SSSSSSCXXAAXNAAXANXKXAXKNAAAXAXAXXAXXAAAXAXAXAXXX

[ T T ’ T T T
L] 20 40 60
Protein sequence

Figura 2. Predicdo do peptideo sinal para bactérias gram-negativas realizada atravées
do SignalP 5.0. A linha continua na cor vermelha indica a presenca e o tipo do
peptideo sinal identificado; a linha tracejada na cor verde indica a sugestao para o
sitio de clivagem entre os aminoacidos LL-AA.

Na andlise fenética, as sequéncias de aminoacidos de B-xilosidases analisadas
(Apéndice A) pertencem ao filo Bacteroidetes e foram agrupadas em 4 clados (Figura
3), sendo que as sequéncias que formam o clado | pertencem a classe Cytophagia,
ordem Cytophagales e familia Hymenobacteraceae. O clado Il foi formado por
sequéncias pertencentes a classe Chitinophagia, ordem Chitinophagales e familia
Chitinophagaceae e, conforme o esperado, a sequéncia pertencente a BXil foi
agrupada neste clado no mesmo taxon com uma sequéncia pertencente a uma

xilosidase GH43 de Chitinophaga jiangningensis. O clado IIl foi formado pela classe
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Flavobacteria, ordem Flavobacteriales e familia Flavobacteriaceae. O clado IV foi
formado pela classe Sphingobacteria, ordem Sphingobacteriales e familia

Sphingobacteriaceae.

100 WP 162055101.1 GH43 Pontibacter sp. TRT317
99 {WP 115567210.1 GH43 Pontibacter diazotrophicus
WP 146897773.1 GH43 Adhaenbacter aerolatus
38 410(;‘:"\#13 150090418.1 GH43 Adhaeribacter sp. DK 36
ALJ01192.1 betaxylosidase Rufibacter tibetensis
WP 123125614.1 GH43 Rufibacter sp. R-22-1c-1

100 WP 149090453.1 GH43 Rufibacter sp. NBS58-1

WP 114778441.1 GH43 Botryobacter ruber
WP 167290130.1 GH43 Pseudoflavitalea sp. X16
100 — @ CB 612456 Beta-=xilosidase
38 L SHL68501.1 GH43 Chitinophaga jiangningensis
26 WP 146781387.1 GH43 Flavisolibacter ginsenosidimutan

95 {NCUOSGIGJ GH43 Chitinophagaceae bacterium
100 WP 144887167.1 GH43 Lacibacter cauensis
99 WP 100430111.1 GH43 Flavobacterium sp.
80 {AOWIOSUQl beta-xilosidase Flavobacterium gilvum 11
WP 143387208 1 GHA3 unclassified Flavobacterium
33 WP 131556829.1 GH43 Pedobacter sp. RP-3-11

99 {WP 0693810931 GH43 Pedobacter steynit v
93 TDQ08910.1 beta-xilosidase Pedobacter metabolipauper

Figura 3. Fenograma de sequéncias de aminoacidos da BXil e de outras B-xilosidases
depositadas no NCBI construido usando o método “Neighbor Joining” (Saitou e Nei,
1987). A arvore de consenso de “bootstrap” foi inferida a partir de 5000 réplicas. A
porcentagem de arvores replicadas nas quais 0s taxons associados se agruparam no
teste sdo mostrados préximos aos ramos. O losango preto indica a B-xilosidase de
Chitinophaga sp. CB10 (BXil). As sequéncias de aminoacidos foram recuperadas do
banco de dados “nr’ do NCBI através da ferramenta BlastP, utilizando a ORF
CB_612456 como sequéncia de consulta.
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3.3. Analise da estrutura secundaria

A estrutura secundaria da B-xilosidase € composta por folhas beta (33,2%),
hélices alfa (10,51%), e “random coil” (56,29%) (Figura 4.A). Além disso, uma longa
regido desordenada de ligacdo a proteinas foi observada nos primeiros 29

aminoacidos, os quais também representam o peptideo sinal (Figura 4.B).
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M Folhas beta m Hélices alfa m "Random coil"

B
10 20 30 40 50
1 [m{N[R[L]L] APTALLAAVSDSAYLFVYFTGN 5
591 RKSDEAVRYAI STDGYRFRSLNNNEPVI SSAAI SSTGGVRDPHI LRGAQDG 100
01 KTFYMAVTDMVSANGWNSNRAMALLKSTDLI NWSSAI I NIQQRFPGNDSL 15
51 LRVWAPQTI YDKKAGKYMVYWSMKHGQEPDKI YYAYANDDFTDLATAPAG Q 200
200 LYFSPNNGACIDGDI | EKDNRYYLFFKTEDGKPGI RVAVSDRVNGGY QLR 250
% HGEVQQTQQPVEGSGVFKLNNNEGYI LMYDMYTSGKYQFTKSKDLG QHFEJV 30
1 VDKEVsMDFaPRHGTVMPI TERRAELCAREINITKNYATAAGFMeT ! HoPANRR aN 350
3% | TMDTARRTVQVMVKPGTDLKRLQPAFELAPGVRI T TKLGTDFSKGEKVDYK 40
1 VSI QGRPAEVWSVVAVANNNTVLDGFYADPDVLYAAKTGKYY! YPTSDGEF 450
%51 AGWS GAYFKCFSSPDLVRWKEEGKVLDLGTDVTWAHTKAWAPCI | ERKEG 50
01 DGYKYYYYYTAEQKI GLAVGDDPAGPFHDI GHPLI DKRPQGVNRGQEI DP 50
551 EVFHDPVSDKYFLYWGNGYMAYVSELSADMRSLEKEGTFKVITPDATFREGT 60
01 TVFYRNGKYYFLWSENDTRSEDYRVRYGTADAPAGPI KVPANNLVI AKDT 65
651 AAGI YATGHNSI | QVPGKDEWYI VYHRFNYPSGI RWGRAAGYSREVCI DR 70
701LYFNEDGSIRQVTPTHKGIDPVE] 723
10 20 30 40 50
Folhas beta B Helices alfa “Coil" D Desordenado
[ ] pesordenada, ligagao a proteina [ Limite de dominio putativo [ Interagéo de membrana '] Hélice transmembrana
citoplasmatica
-Extraceiular . Hélice reentrante Peptideo sinal

Figura 4. Predicdo da estrutura secundaria da BXil. A: Composi¢cdo da estrutura
secundaria predita através da ferramenta SOPMA (Geourjon e Deléage, 1995);
B: Predicdo da estrutura secundéaria através da ferramenta PSIPRED (Buchan e
Jones, 2019), onde regides de hélices alfa sdo coloridas em rosa; folhas beta séo
coloridas em amarelo e regides “coil” sdo coloridos em cinza claro. A regido do
peptideo sinal formado por uma hélice alfa contornado em verde também representa
uma regido desordenada e de ligacdo a proteinas.

3.4. Modelagem por homologia e caracterizacdo dos dominios

Devido a auséncia de enzimas caracterizadas com a arquitetura de dois
dominios GH43, a submissao da sequéncia de aminoacidos da B-xilosidase resultou
em modelos estruturais individuais para cada dominio (N e C-terminal), ambos os
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dominios formando um sitio ativo em forma de funil (Figura 5). A modelagem por
homologia de proteinas multidominios e de membrana ainda € um desafio a ser
superado, assim como alcancar um RMSD < 3 A entre proteina alvo e molde,
particularmente em proteinas grandes e proteinas com conteudo significativo de
estrutura 3 (Kessel e Ben-Tal, 2018).

Figura 5. Estrutura geral da BXil representada em cartoon e superficie. A: N-terminal
colorido em cerceta claro. B: C-terminal colorido em rosa claro.

Os modelos com melhor funcdo de pontuacdo QMEAN (Benkert et al., 2008),
que fornece a avaliacdo da qualidade do modelo, foram gerados com base nas
estruturas cristalograficas de uma arabinofuranosidase GH62 de Talaromyces
pinophilus (PDB 6f1j) para o dominio N-terminal e endo-1,4-beta-xilanase D GH43
(PDB 3gz4) de Bacteroides thetaiotaomicron para o C-terminal (Figura 5),
compartilhando 17,24% e 56,36% de identidade com o molde, respectivamente. A
baixa homologia apresentada entre 0 molde e o modelo gerado para o dominio N-
terminal (17,24%) nao representa uma boa confiabilidade preditiva.

A qualidade dos modelos estruturais para ambos os dominios foi avaliada pelo

“‘web server” Rampage (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) antes e

apos a etapa de refinamento. O grafico de Ramachandran para o modelo inicial do
dominio N-terminal apresentou 89,6% dos residuos em regiées favoraveis; 8,1% em

regides permitidas e 2,3% em outliers; enquanto que para a estrutura refinada 96,9%
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dos residuos permaneceram em regifes favoraveis; 2,3% em regides permitidas e
0,8% em outliers. Para o0 modelo inicial do dominio C-terminal os residuos do grafico
Ramachandran permaneceram 92,9% em regides favoraveis; 5,4% em regides
permitidas e 1,7% em outliers enquanto que para a estrutura refinada esses valores
chegaram em 95,6% em regides favoraveis; 4,4% em regides permitidas e nenhum
outlier; indicando uma melhora significativa nas estruturas tridimensionais.

Os dominios N e C-terminal, quando alinhados entre si, revelaram baixa
similaridade de sequéncia (41% de cobertura e 37,5% de identidade) e estrutural
(RMSD de 5,524 A - 5 ciclos de rejeicdo de outliers, 1632 de 2061 atomos), sugerindo
que talvez cada um deles possua diferentes fungbes, uma vez que a maioria de [3-
xilosidases GH43 ¢é bifuncional, exibindo atividade de [p-xylosidase
e -L-arabinofuranosidase simultaneamente (Morais et al., 2012).

No que diz respeito as demais andlises da estrutura da BXil, a representacao
em superficie da BXil esta colorida de acordo com seu potencial eletrostatico (Figura
6.A e 6.C) e hidrofobicidade (Figura 6.B e 6.D) revelando que o canal do sitio ativo de
ambos os dominios é mais eletronegativo que o restante da estrutura ao passo que
parecem ser menos hidrofébicos. Tal caracteristica esta diretamente relacionada a
capacidade da enzima em se associar com 0 substrato através de interacdes nao

covalentes.
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Figura 6. Superficie eletrostéatica e de hidrofobicidade do N-terminal (A e B) e do C-
terminal (C e D) da BXil, respectivamente. Na representacdo de superficie
eletrostatica as superficies coloridas em vermelho representam cargas negativas, em
branco cargas neutras e em azul cargas positivas. Na representacao de superficie de
hidrofobicidade as superficies vermelhas representam regides hidrofébicas e as
brancas regifes néo-hidrofobicas, respectivamente.

Até o presente momento, poucas B-xilosidases GH43 possuem estrutura
depositada no banco de dados PDB, sendo que a maioria delas apresenta estrutura
composta por um dominio N-terminal formado por hélice beta de 5 laminas dispostas
em torno de um canal central e um C-terminal com conformagéo B-sanduiche de
funcdo desconhecida, e outras que apresentam dominio Unico.

A enzima BXil € composta por dois dominios hélice beta (Figura 5), sendo que
0s modelos estruturais gerados para cada um apresentaram um numero diferentes de
laminas: o modelo N-terminal apresentou um dominio formado por hélice beta de 4
laminas, contra 5 laminas do modelo C-terminal (Figura 7). A diferenca do nimero de
laminas entre os dominios pode ser evidéncia de funcdes diferentes, ou ainda, ser
devido a baixa capacidade preditiva do modelo N-terminal (17,24% de identidade com
o molde). Tipicamente, cada uma destas laminas é formada por quatro fitas
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B antiparalelas (Chen et al., 2011), no entanto cada dominio da BXil apresentou um
namero diferente de fitas: trés e quatro fitas para o N-terminal e quatro fitas para o C-

terminal (Figura 7).

|
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Figura 7. Diagrama de topologia dos dominios da BXil gerado pelo
“‘web server” PDBsum Generate (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/Generate.html). A: Diagrama do dominio N-terminal exibindo
guatro laminas, cada uma composta por um namero diferente de fitas  antiparalelas
(trés e quatro fitas). B: Diagrama de topologia do dominio C-terminal exibindo cinco
laminas, cada uma composta por quatro fitas B antiparalelas. Folhas beta
representadas por setas coloridas em rosa; hélices beta representadas por cilindros
coloridos em vermelho; “coils” representados por flechas coloridas em azul; regides
amino (N) e carboxi-terminal (C) de cada dominio sdo representados por caixas
coloridas em amarelo.
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Ainda, a estrutura hélice beta pode combinar-se com outros dominios dentro
da mesma proteina de diferentes maneiras e, assim, executar funcdes distintas. A
disposicao destas estruturas € dividida em quatro grupos: sendo a) toda hélice, onde
a proteina é formada por um ou dois dominios hélice com diferentes nimeros de
laminas, como € o caso da BXil; b) hélice N-terminal, c) hélice C-terminal e d) hélice
intermediaria, onde a estrutura hélice beta esta localizada no dominio N-terminal, C-
terminal e entre eles, respectivamente (Chen et al., 2011).

Proteinas com estrutura hélice beta podem possuir de quatro a 10 laminas,
sendo que a variedade no numero de laminas pode estar diretamente associada a
diversidade de fun¢des, no entanto, como isso ocorre ainda ndo esta completamente
esclarecido (Chen et al.,, 2011; Afanasieva et al., 2019). Ademais, os “loops”
encontrados na face superior e inferior destas proteinas possuem ampla plasticidade
e também podem favorecer a diversidade funcional de proteinas (Chen et al., 2011).

Estruturas com cinco a oito laminas sdo amplamente distribuidas na natureza
e aquelas que possuem quatro ou cinco laminas possuem func¢des limitadas as
hidrolases, transferases e proteinas de ligacdo ao agucar, enquanto que aquelas que
possuem seis ou sete laminas apresentam uma diversidade de fun¢cdes muito mais
ampla (Chen et al., 2011).

Embora nao tenha sido possivel prever a topologia geral da BXil e a geometria
dos seus dominios, uma vez que a previsado da estrutura terciaria ocorreu de maneira
individual para cada dominio, quando a BXil foi avaliada pelo servidor I-Tasser/TM
Align (Zhang e Skolnick, 2005) foi possivel identificar 10 estruturas analogas a BXil. A
endo-xiloglucanase GH74 de Cellvibrio japonicus (PDB 5fkg) apresentou maior
similaridade estrutural (RMSD 2,01 A) a partir do modelo BXil predito pelo proprio
programa contra a base de dados PDB. Assim como a BXil, a endo-xiloglucanase
(PDB 5fkq) é composta por dois dominios hélice beta, diferindo entre si no nimero de
laminas apresentadas, sendo um dominio tipico de GH74, com sete laminas, e outro
dominio tipico de GH43, com cinco laminas. Aparentemente, 0 programa retornou
maior indice de similaridade entre a estrutura PDB 5fkg e a BXil devido ao médulo
similar GH43 (C-terminal na BXil). De acordo com Yaoi e colaboradores (2004), apesar
de algumas proteinas compartilharem a mesma estrutura hélice beta, elas podem

diferir amplamente na sequéncia e na funcédo, acreditando-se ainda que essa
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conformacao estrutural seja responsavel por fornecer uma arquitetura base para
inumeras funcoes.

Para as GHs 43, até o0 momento, ndo h&4 nenhuma proteina com a mesma
arquitetura de dominios encontradas para BXil caracterizada funcional ou
estruturalmente.

A auséncia de estudos de ancoragem molecular com ligante e de
caracterizacao e estrutural para esta arquitetura de dominios dificulta o entendimento
sobre a fungéo de cada um dos dominios e a relacéo entre eles. Ambos participam
em conjunto do reconhecimento e organizacao do substrato ou cada um realiza a
hidrolise individualmente? Morais e colaboradores (2012) realizaram um estudo com
uma B-xilosidase de Thermobifida fusca formada por um dominio N-terminal hélice
beta (dominio catalitico) e um dominio C-terminal B-sanduiche de funcao
desconhecida, onde avaliaram o comportamento dos dominios separadamente e em
conjunto. Os dominios separados levaram a completa perda da atividade catalitica do
N-terminal, porém nado afetou sua capacidade de se ligar a xilana, sugerindo que a
presenca do dominio C-terminal é necessaria para correta degradacao do substrato.
Além disso, a reassociacdo dos dominios restaurou a atividade enzimética indicando
gue ambos funcionam em conjunto e podem apresentar funcdes distintas.

Considerando a conformacao de hélice beta com quatro laminas encontrada
para o dominio N-terminal da BXil, essa estrutura supersecundéaria poderia estar
relacionada a hidrolases, transferases ou mesmo proteinas de ligacdo ao agucar, 0s
CBMs (“Carbohydrate-Binding Module”), o que nao permite, apenas fundamentado
nessa analise a identificacdo de seu papel funcional. Por outro lado, a baixa
similaridade entre a estrutura de referéncia e a proteina alvo (<20%) podem ndao ter
resultado em um modelo realistico para o dominio N-terminal, o que dificulta ainda
mais a capacidade de predicao in silico de sua fungéo, carecendo que futuros estudos
voltados para cristalografia de raios-X e andlise cinética dos dominios combinados ou

separados que poderéo elucidar o papel funcional deste dominio.

3.5. Ancoragem molecular e caracteriza¢gdo do sitio ativo da BXil
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Considerando a baixa capacidade preditiva do modelo N-terminal, optamos por
realizar os estudos de ancoragem molecular somente com o dominio C-terminal, o
qual representa uma boa conservacao estrutural entre as estruturas (56,36 % de
identidade de sequéncia).

O sitio ativo do dominio C-terminal apresentou uma topologia de bolso e os
residuos da triade catalitica, preditos automaticamente através do CDD/Sparcle (Lu
et al., 2020) no NCBI, se encontram nas posi¢coes D429, D549, E598 no centro da
cavidade formada pela hélice beta de cinco laminas (Figura 8). Estes residuos estao
presentes em enzimas pertencentes as familias 43 e 62 (Clan F) e 32 e 68 (clan J) de
Glicosil Hidrolases (Pons et al., 2004).

Figura 8. Residuos da triade catalitica do C-terminal da BXil. Os residuos de carbono
estdo coloridos em verde, nitrogénios em azul, oxigénios em vermelho e hidrogénios
em cinza claro.

Os estudos de ancoragem molecular visam prever a melhor conformacéao de
uma molécula (ligante) em outra (receptor), como o sitio ativo de uma proteina por

exemplo, a fim de formar um complexo estavel (Lengauer e Rarey, 1996). Este método
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€ amplamente utilizado no desenho racional de farmacos, porém sua aplicacao para
elucidar processos bioquimicos de moléculas ainda € incipiente.

Para cada ligante avaliado diferentes resultados foram obtidos e somente o
modo com menor energia livre de ligagdo (melhor afinidade) foi selecionado para as
analises seguintes. A enzima BXil apresentou forte energia de afinidade com os
substratos X2, X3, X4 e X5, que foram de -7,3; -8,2; -7 e 1,4 kcal/mol; respectivamente.
A afinidade entre BXil e o substrato X3 foi maior do que com X2, mas
significativamente menor com X5, isso demonstra que o sitio ativo da BXil pode
facilmente acomodar um substrato intermediario até X4.

A ferramenta LigPlot+ v2.2 (Laskowski e Swindells, 2011) foi utilizada a fim de
prever potenciais interagdes entre os residuos e o ligante. Os residuos envolvidos nas
interacOes proteina-ligante com os diferentes substratos podem ser visualizados na

Tabela 1 e na Figura 9.

Tabela 1. Residuos da BXil envolvidos em contatos com os ligantes.

Energia de

. e Aminoécidos envolvidos em ligagbes de Aminoécidos envolvidos em
Ligante ligacéo ; o : ~ . o
hidrogénio interacdes hidrofébicas
(kcal/mol)
Asp429*, Asp549*, Asn567, Glu598*, Asp617, .

X2 -7,3 Thr618, His659, Arg694 Trp453, Ala491, 1le548, His676
X3 82 Asp429*, Asp549*, Asn567, Glu598*, Asp616, Trp453, Trp490, Ala491, GIn546,

' Asp617, Arg619, His659, His676 Arg597, Arg694
x4 7 Asp429*, Asp549*, Asn567, Glu598*, Asp616, Trp453, Trp490, Ala491, GIn546,

Asp617, Thr618, Arg619, His659, His676

Arg597, Arg694

*: residuos da triade catalitica
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Figura 9. Diagrama de potenciais intera¢des entre a enzima BXil e seus ligantes. A: xilobiose; B: xilotriose; C: xilotetraose.
Linhas tracejadas verdes indicam ligagbes de H e seu comprimento em angstrons; icones vermelhos indicam residuos
envolvidos em contatos hidrofébicos; os conectores dos ligantes estao coloridos em lilas e dos residuos de aminoacidos em
dourado. Figuras preparadas pelo Pymol e LigPlot+ v2.2 (Laskowski e Swindells, 2011).
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O servidor I-Tasser/COACH (Yang et al., 2013a; 2013b), combinado com outros
programas baseados em estrutura, realiza a predicdo de locais de ligacdo proteina-
ligante a partir do banco de dados de fungbes de proteinas BioLiP, através de
comparacoes de subestrutura especifica de ligacéo e de perfis de sequéncia (Yang et
al., 2013a, 2013b). Com base nos resultados obtidos, os residuos do local de ligacao
preditos para a BXil foram similares aos anotados pelo servidor para a estrutura
PDB 2exj complexada com a-D-xilopiranose, sendo possivel a predi¢do do local de

ligacao da enzima BXil (Figura 10).

Figura 10. Residuos da enzima BXil envolvidos na interacdo com xilobiose preditos a
partir de analises com o servidor I-Tasser/COACH (Yang et al., 2013a; 2013b).
Residuos de aminoacidos coloridos em ardosia e xilobiose colorido em verde. Linhas
tracejadas amarelas indicam ligacdes de hidrogénio.

O residuo da triade catalitica D429 atua como nucledfilo e esta localizado a
5,8 A do carbono anomérico do substrato no subsitio -1, enquanto que o E598, que
atua como proton doador, esta a 5,1 A do oxigénio glicosidico (Figura 11.A). O residuo

D549, que estéa localizado a 5,5 A do residuo E598, é essencial para a modulacéo pKa
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do E598 bem como sua correta orientacdo em relacdo ao substrato (Nurizzo et al.,
2002; Brux et al., 2006) (Figura 11.A). O proton doador e a base geral estédo
localizados em faces opostas da cavidade e a distancia entre eles é de 7,5 A,
aproximadamente 1,5 A abaixo da distancia comum observada em outras enzimas
invertases (McCarter e Stephen Withers, 1994; Brix et al., 2006).

W ccee D429
58 ?f Subsitio -1
"y
s ASP-549

\
; ! AS .
- 7

! HIS-659 . ot
GLU-598 || p H
\? H

> 7 ASP-429 s’ b Vi : J
6 H

2 H 7

S H
H
H
H

ASP-617

Subsitio +1

ASN-567

| ARG-694

Figura 11. Representacdo esquemética do sitio ativo da BXil. A: Configuragdo do sitio
ativo com o ligante xilobiose indicando a distancia em angstrons entre os residuos e
o ligante. O ligante xilobiose (X2) est4 colorido em verde e os residuos cataliticos
coloridos em branco; oxigénios em vermelho, nitrogénios em azul e hidrogénios em
cinza. B: Sobreposicdo dos residuos da estrutura PDB 3gz4 (coloridos em cerceta)
com os principais residuos da BXil (coloridos em rosa claro) envolvidos com o ligante
xilobiose. C: Subsitios de ligacdo ao substrato. Residuos coloridos em rosa e
vermelho indicam o subsitio -1 e +1, respectivamente.

O ligante X2 foi escolhido para representar o complexo proteina-ligante nas
analises seguintes a fim de facilitar a analise das interagbes. Os principais residuos
do sitio ativo do C-terminal foram definidos a partir da ancoragem molecular com o
ligante X2 e estéo distribuidos em dois subsitios (Figura 11.C).

Os membros da familia GH43 realizam a hidrolise de extremidades né&o
redutoras de substratos aril-glicosidicos através do mecanismo de inversao do

carbono anomérico e a clivagem da ligacao glicosidica ocorre entre os subsitios -1
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e +1 (representado pela linha tracejada na Figura 11.C). O subsitio -1, ou subsitio
glicona, apresenta um local de ligacao para a extremidade néo redutora do substrato
e realiza varias ligacdes de hidrogénio com os residuos D429, D549, H659 e R694 e
contatos hidrofébicos com os residuos W453, A491, 1548 e H676. No subsitio +1, ou
aglicona, se localiza a extremidade redutora do substrato e os demais residuos
envolvidos na degradacao de xilobiose (N567, E598, D617 e T618 realizando ligacdes
de hidrogénio) (Figura 9, Tabela 1).

A superposicdo da estrutura do C-terminal da BXil com a estrutura
cristalografica PDB 3gz4 utilizada como molde para construcdo da estrutura alvo
apresentou RMSD de 0,732 A (5 ciclos de rejeicéo de outliers, 1811 de 2056 4&tomos)
e 0s principais residuos envolvidos na hidrélise de substrato foram bem sobrepostos
indicando que o sitio ativo possui orientacdo semelhante entre as moléculas
(Figura 11.B).

O servidor CASTp (Tian et al., 2018) (com um raio de sonda padréo de 1,4 A)
foi utilizado para calcular e comparar a area de superficie e o volume do canal do sitio
ativo do C-terminal da BXil e da estrutura da endoxilanase PDB 3qz4. A area e o
volume do canal para a estrutura BXil foram de 197,298 A2 e 122,826 A3,
respectivamente, enquanto que para a endoxilanase os valores foram de 152.725 A2
e 106.322 A3, indicando similaridade entre o canal das duas estruturas.

Além disso, o alinhamento de sequéncias realizadas pelo ClustalwW (Thompson
et al., 1994) permitiu identificar as regiées conservadas do dominio C-terminal e, de
acordo com o esperado, os residuos envolvidos na interagdo com o substrato

encontram-se em regides altamente conservadas (Figura 12).
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Figura 12. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da BXil com sequéncias

similares (EMI57234.1, EPH96725.1; ERI67889.1;

KJL45183.1; CUN60275.1;

SDZ90353.1; SHE67879.1; PHV69198.1; 3QZ4). Caixas preenchidas em vermelho

com letras brancas: residuos estritamente conservados;

letras vermelhas dentro de
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caixas azuis: regides altamente similares. Os residuos da triade catalitica (D429, E549
e E598) estdo indicados por uma estrela, os demais residuos envolvidos na interagéo
com o substrato estdo indicados por um triangulo abaixo da sequéncia. Elementos de
estrutura secundéria obtidos a partir do C-terminal apresentados no topo (a-hélices
como espirais, folhas B como setas e voltas como letras TT). O alinhamento foi
realizado através do ClustalW (Thompson et al., 1994) e a figura elaborada utilizando
o programa ESPript (Robert e Gouet, 2014).

4. CONCLUSOES

A partir deste estudo foi possivel predizer a estrutura tridimensional da BXil que
possui uma repeticdo de dominio hélice beta atribuidos como GH43, distribuidos em
uma arquitetura de dominios que até o momento néo possui caracterizacao funcional
e estrutural. Embora ambos dominios tenham sido identificados como GH43, apenas
o C-terminal apresenta a estrutura secundaria hélice beta com disposicdo de cinco
laminas caracteristicas de GH43, enquanto que o dominio N-terminal apresenta
apenas quatro laminas, o que pode ser um artefato da predi¢cdo estrutural, uma vez
que este dominio ndo € similar a nenhum outro previamente determinado por
experimentos cristalograficos, permanecendo de funcdo desconhecida. Considerando
a qualidade superior encontrada para o dominio C-terminal, foi possivel prever a
disposicdo de seu sitio ativo e os principais residuos envolvidos em interagcdes com
diferentes substratos, fornecendo algumas percepcbes valiosas sobre suas
propriedades em relacdo a sua capacidade em acomodar substratos de tamanho
intermediario em seu canal catalitico, corroborando a predicéo funcional desta enzima
com B-xilosidases GH43. Entretanto, a funcdo do dominio N-terminal ainda nédo p6de
ser esclarecida, carecendo de estudos adicionais de cristalografia e cinética
enzimatica dos dominios individuais e em conjunto para a completa caracterizacao
funcional de BXil. Apesar disto, a auséncia de enzimas similares a BXil na literatura
pode ser evidéncia de uma enzima de atuacdo distinta das demais enzimas

conhecidas, o que pode ser valioso do ponto de vista biotecnolégico.
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CAPITULO 4 - Expresséo, extracdo e ensaios preliminares de cristalizacdo da
B-xilosidase recombinante (BXil) expressa em corpos de

inclusao

RESUMO - A producéo de proteinas recombinantes geralmente é realizada a
partir de hospedeiros heterélogos, como a Escherichia coli, a fim de realizar ensaios
de caracterizacdo funcional e estrutural destas macromoléculas. No entanto, durante
a etapa de expressdo proteica frequentemente ocorre a formacdo de agregados
proteicos, denominados corpos de inclusdo. Os corpos de inclusdo afetam
diretamente o rendimento de proteina solUvel, sendo que proteinas insollveis
representam um fator limitante para a biologia estrutural. A recuperacéo da proteina a
partir de corpos de inclusdo € possivel através de etapas de solubilizacdo e
renaturacdo in vitro. Contudo, apesar da existéncia de inameros protocolos
disponiveis para solubilizacdo de corpos de inclusdo e renaturacdo proteica, o
sucesso desta técnica depende diretamente das caracteristicas intrinsecas de cada
proteina podendo variar consideravelmente de uma para outra, sendo necessario
estabelecé-lo através de ensaios de tentativa e erro. Diante disso, o principal objetivo
do presente estudo foi testar diferentes protocolos de expressao, extracdo e
renaturacao in vitro de uma B-xilosidase recombinante (BXil) a fim de estabelecer um
protocolo eficiente para recuperagao desta enzima a partir de corpos de inclusao e
realizar ensaios de cristalografia de raios-X e determinacdo da sua estrutura. A BXil
foi expressa em diferentes cepas bacterianas e submetida a diferentes métodos de
extracdo e renaturacdo proteica sob diferentes condi¢cdes fisico-quimicas. Apos
inimeros ensaios realizados foi possivel recuperar a BXil expressa em corpos de
inclusédo a partir de um protocolo otimizado de extragdo desnaturante utilizando ureia
(2 M e 6 M) e guanidina (3 M) e posterior renaturacdo in vitro. A amostra renaturada e
purificada foi entdo submetida a ensaios de cristalizacdo, no entanto, nédo foi
observada a formacédo de cristais em nenhuma das condi¢des iniciais ensaiadas. A
auséncia de cristais para BXil nas condi¢cdes avaliadas pode estar relacionada as
caracteristicas intrinsecas da molécula, ou mesmo a homogeneidade, pureza e
concentragdo da amostra. A despeito dos métodos ensaiados ndo terem sido
suficientes para a producdo de cristais para a proteina de interesse, nossas
abordagens foram efetivas para recuperacdo da enzima na forma sollvel e ativa,
resultado obtido apdés uma varredura sistematica de analises utilizando diferentes
combinacdes de métodos, o que pode ser (til para auxiliar a obtencdo de outras
enzimas igualmente expressas em corpos de inclusao.

Palavras-chave: expressao heterdloga, extracdo desnaturante, proteinas insoliveis
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1. INTRODUCAO

A biologia estrutural é a &rea de investigacdo de estruturas e sistemas
biolégicos a nivel molecular e atémico, aplicada em varios setores do conhecimento.
Obter as informacdes estruturais de enzimas permite o entendimento das relacbes
estrutura-funcéo e de seus mecanismos de reacao e, a partir destes conhecimentos,
potencializar suas caracteristicas de acordo com propadsitos especificos, favorecendo
0 avancgo biotecnoldgico nos mais diversos setores.

As informacgdes estruturais obtidas sdo depositadas em bancos de dados

especificos. O banco de dados RCSB PDB (https://www.rcsb.org/, Berman et al.,
2000), por exemplo, armazena milhares de dados estruturais de proteinas e outras
macromoléculas bioldgicas relacionadas a agricultura e a biomedicina. Esse banco é
de dominio publico e, seus dados, sdo obtidos a partir da difracdo de raios-X,
ressonancia magnética nuclear e crio-microscopia eletrénica, possuindo, atualmente,
171588 estruturas depositadas.

Atualmente, a cristalografia de raios-X € o método mais utlizado para
determinacao de estruturas a partir de um cristal formado pela macromolécula alvo.
No entanto, o processo de cristalizacdo ndo é uma tarefa simples e facil. InUmeros
fatores podem influenciar a formacéo de cristais como pH, temperatura, forca ibnica,
composi¢do da solugdo de cristalizagdo, ions metélicos, inibidores e cofatores
(Alexander McPherson, 2017). Além disso, o sucesso da coleta de dados e daimagem
estrutural final depende da qualidade dos cristais (Alexander McPherson, 2017).

O primeiro passo é a expressao e a purificacdo da proteina alvo e, geralmente,
este processo é feito utilizando hospedeiros heterélogos, como a Escherichia coli.
Este organismo € amplamente utilizado para expressao de proteinas recombinantes
e apresenta protocolos bem estabelecidos, € de crescimento rapido e alta densidade
celular guando comparado a outros sistemas de expressao (Rosano e Ceccarelli,
2014; Kaur et al., 2018). Contudo, durante o processo de expresséo frequentemente
ocorre a formacao de agregados proteicos chamados corpos de inclusédo, que afetam
diretamente o rendimento de proteina solavel (Goldberg et al., 1996; Cabrita e
Bottomley, 2004). A expressdo de proteinas na fracdo insolavel ainda é um fator

limitante para a biologia estrutural.
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Vérias alternativas para melhorar a expressao da proteina na fracao solavel em
E. coli estdo disponiveis, tais como alterar o tipo de promotor e/ou vetor de expressao
para um com baixo numero de copias; reduzir a quantidade de indutor e,
consequentemente, a quantidade da proteina expressa; reduzir a temperatura de
expressao; utilizar meios de cultivo que ndo necessitam da adicdo de indutores
quimicos; adicionar etiquetas de solubilizac&o fusionadas as sequéncias de proteinas;
e utilizar diferentes cepas de E. coli desenhadas para aumentar a solubilidade de
proteinas dificeis de expressar e proteinas de membrana, tais como as cepas C41
(DE3) e Lemo21 (DE3).

Outra possibilidade é realizar o truncamento incremental aleatério da sequéncia
do gene alvo, o qual gera uma biblioteca de milhares de construcbes possiveis que
sdo rastreadas a fim de detectar uma construcdo soluvel (Hart e Tarendeau, 2006).
Esta plataforma, denominada ESPRIT (“Expression of Soluble Proteins by Random
Incremental Truncation”), utiliza a Exonuclease Il para truncar sequencialmente as
extremidades do gene alvo de maneira unidirecional, a partir da extremidade 5’ ou da
extremidade 3’, ou bidirecional, o que permite gerar milhares de construgdes variadas
(Yumerefendi et al., 2010; Mas e Hart, 2017).

Mesmo todas estas possibilidades ainda podem ser ineficientes em alguns
casos, sendo assim, recuperar a proteina a partir de corpos de inclusdo pode ser a
escolha mais adequada em alguns casos. A recuperacdo da proteina expressa em
corpos de incluséo € realizada através da solubilizacdo destes agregados utilizando
altas concentracfes de agentes caotropicos, como ureia e guanidina. Durante este
processo a proteina sofre desnaturacdo perdendo seu arranjo tridimensional, se
fazendo necessario uma etapa de renaturacao.

Apesar da existéncia de inUmeros protocolos disponiveis para solubilizacao de
corpos de inclusdo e renaturacdo proteica, 0 sucesso desta técnica depende
diretamente das caracteristicas intrinsecas de cada proteina e dos recursos
disponiveis, uma vez que requer grandes quantidades de reagentes em todas as
etapas. Além disso, esses procedimentos sdo em sua grande maioria morosos e
complexos, de forma que a escolha dos métodos e a execucédo sistemética de cada
abordagem visando encontrar a melhor opcdo para cada tipo de amostra requer

inUmeras etapas de testes e validacoes.
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Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar de forma sistematica
diferentes protocolos de expressdo e extracdo da [-xilosidase recombinante,
denominada BXil, anteriormente expressa em corpos de inclusdo, sob o intuito inicial
de obtencédo de amostras em concentragdo suficiente (210 mg/mL™?) para realizacdo

de ensaios de cristalografia de raios-X para determinacao da estrutura tridimensional.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem da ORF CB_612456 codificadora de BXil

A bactéria gram-negativa Chitinophaga sp. CB10 foi isolada de um consércio
microbiano proveniente de uma pilha de bagaco de cana-de-acUcar residual da
producdo de etanol, tendo seu genoma parcial depositado no NCBI GenBank sob o
namero de acesso MLAV00000000 (Kishi et al., 2017). Considerando o ambiente de
isolamento, o referido consércio microbiano foi capaz de degradar
carboximetilcelulose (CMC) motivando a anotacdo de genes relacionados a
degradacdo de materiais lignoceluldsicos (Funnicelli, 2018). Neste sentido, foi
realizada a prospeccao in silico de genes relacionados a degradacao de biomassa a
partir do genoma da Chitinophaga sp. CB10, levando em consideracdo os motivos e

dominios conservados de Glicosil Hidrolases (GHs), em especial B-xilosidases.

2.2. Clonagem molecular da ORF CB_612456

O desenho dos “primers” especificos para 0 gene da ORF CB_612456
codificador da BXil foi realizado manualmente e levou em consideracdo os sitios de
restricdo das enzimas escolhidas (EcoRI e Hindlll) e o sitio de clonagem do vetor de
expressdo pET-28a(+) (Tabela 1). Os “primers” foram avaliados com a ferramenta

online PCR Primer Stats (“Sequence Manipulation Suits”, www.bioinformatics.org), a

fim de verificar a porcentagem de contetdo GC, temperatura de “melting” e a possivel
formacao de estruturas secundarias.
Estes “primers” foram sintetizados na regido imediatamente externa ao gene,

incluindo sitios de reconhecimento para enzimas de restricdo EcoRI
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(oligonucleotideos iniciadores “sense”) e Hindlll (oligonucleotideos iniciadores
“antisense”), a fim de possibilitar a clonagem direcionada em vetor de expressao.
Também foram desenhados primers deletando-se 0s nucleotideos que representam
o peptideo sinal identificado e o codon de parada, a fim de se obter uma enzima com
2 caudas de histidina (6xHis), uma no N e outra no C-terminal. A simulacdo da
clonagem da proteina recombinante foi realizada no software SnapGene

(snapgene.com).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na clonagem da B-xilosidase

Tamanho
et Sequéncia 5’ -3’ Descricao CG  Tm do
de restricdo q ¢ % °C fragmento
(pb)
F_EcoRI TATAGAATTCATGAACCGGTTGCTGCGTGTACTT Completo 41.18 62
2172
R_Hindlll TATATAAGCTTCAGCGCACGGGATCAATTC Completo 43.33 60
R_Hindlll_stop ATATATAAGCTTGCGCACGGGATCAATTC Sirg ditn"p 41.38 59 2169
Sem
F_EcoRlI_SP GAATTCACTGCGCTGCTGGCGGCCGTTTCAGACAG peptideo 60 70 2061
sinal

Sublinhado: Sitio de restricdo; Negrito: gene; F: forward; R: reverse.

A amplificacdo do gene codificador da BXil foi realizada através de reacfes de
PCR com a PCRBIO Tag Mix (PCR Biosystems, Londres, Reino Unido). O produto
desta amplificacéo foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo do vetor, EcoRI
e Hindlll, e quantificado em aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA)”, segundo especificacbes
do fabricante, quantificado em aparelho NanoDrop e visualizado por eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) contendo brometo de etideo (0,5 mg/uL). A imagem do gel foi
fotodocumentada em Gel Doc 100 (através do software Image Lab version 6.0.1 Bio-
Rad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da Ameérica). Em seguida, o DNA plasmidial
foi submetido a uma reacao de restricdo com as enzimas especificas (EcoRI e Hindlll)
e desfosforilagdo com a FastAP “Thermosensitive Alkaline Phosphatase” (Thermo
Fisher Scientific). Tanto o produto de PCR quanto o DNA plasmidial foram purificados

em colunas utilizando o kit “DNA Clean & Concentrator” (Zymo Research, Irvine,



92

California, EUA) seguindo as orientacfes do fabricante e, posteriormente, submetidos
a reacao de ligacdo com a enzima DNA ligase T4 (Thermo Fisher Scientific) a 16 °C
durante 16 horas.

O vetor recombinante pET28a-BXil foi transformado por meio de choque
térmico em células competentes de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) desenvolvidas para
clonagem e expressédo de proteinas recombinantes. A confirmacéo da clonagem foi
realizada a partir de PCR de colbnias, bem como por sequenciamento do vetor
recombinante pelo Sanger ABI 3130 XL (Applied Biosystems®) de acordo com as
instrucdes do fabricante, utilizando os “primers” de sequenciamento do vetor (T7
“forward” e T7 “reverse”). Os vetores recombinantes contendo o gene de interesse
(clones) foram coletados, adicionados em meio LB contendo o antibiético canamicina
e cultivados a 37 °C durante 16 horas. Apés esse periodo, uma aliquota de cada clone
foi coletada (800uL) e adicionada em tubos contendo glicerol (20% v/v), congeladas

em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

2.3. Expresséao da proteina recombinante

A partir do estoque em glicerol as células de E. coli BL21 (DE3) (Novagen)
contendo os vetores recombinantes foram estriadas em meio LB sélido suplementado
com canamicina a 50 pg/mL* e incubadas a 37 °C durante 16 horas. Uma col6nia
isolada foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo antibidtico, e deixada sob
agitacao orbital constante (200 rpm) a 37 °C durante 16 horas. Uma aliquota de 5 mL
foi adicionada em 500 mL de meio LB contendo o antibiético apropriado e deixado sob
agitacao orbital (200 rpm) a 37 °C até atingir a fase logaritmica de crescimento, com
D.Oe00 entre 0,4 e 0,6 (exceto quando indicado). A seguir, a cultura foi induzida com
diferentes concentracfes (0,1 a 1 mM) de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG)
e deixada sob agitacdo por 22 horas a 37 °C, com coleta de aliquotas a cada duas
horas durante as 8 horas iniciais. Apos as 22 horas de incubacao, a ultima aliquota foi
coletada e a cultura centrifugada a 9000 x g por 30 minutos a 4 °C. A confirmacao da
expressdo da BXil nos diferentes tempos coletados foi realizada através da
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 7% - SDS-Page (Laemmli, 1970).

A eletroforese foi realizada com tampéao Tris-Glicina [50 mM de Tris-HCI; 150 mM de
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Glicina e 0,1% de SDS (p/v)]. O gel foi corado com “Coomassie Brilliant Blue” [40% de
metanol (v/v); 10% de acido acético glacial (v/v) e Coomassie R-250 a 0,1% (p/v)] e
descorado em solucéo contendo 10 % de &acido acético (v/v) e 10% de etanol (v/v).

A expressao da proteina recombinante em BL21 (DE3) (Novagen) também
ocorreu nas temperaturas de 20 °C, 25 °C e 30 °C, com diferentes concentracfes de
IPTG (0.1 mM a 1 mM) em meio LB, meio mineral M9 (Geerlof, 2010) e meio de
autoinducédo (ZYP-5052) (Studier, 2005) (Apéndice B), a fim de verificar a influéncia
dos diferentes meios de cultivo sob a expresséo da proteina.

Os vetores recombinantes também foram inseridos em outras cepas de E. coli
através de choque térmico na tentativa de expressar a proteina na fracdo solivel. As
cepas utilizadas foram Arctic Express (Agilent Technologies, Califérnia, EUA), Lemo21
(DE3) (expressa com 0, 250, 500 e 1000 pM de ramnose) (NEB, Ipswich,
Massachusetts, EUA); Rosetta (DE3) (Novagen); BL21-Gold (DE3) (Agilent
Technologies), Tuner (DE3) (Novagen), C41 (DE3), C43 (DE3) (Lucigen, Wisconsin,
Estados Unidos) em diferentes temperaturas (10° C para Arctic Express, 20°C e 37°C
para Tuner e C43, 30 °C e 37 °C para as demais) nas concentracdes de IPTG de 0,1
mM e 1 mM (Apéndice B).

2.4. Extracdo nativa

A tentativa de extracdo da proteina na forma nativa foi realizada a partir de trés
clones, o C1, C4 e C10, sendo cada um representante de uma construcao distinta: o
clone C1, contendo o gene completo contendo uma extensédo de 6 histidinas (6xHis)
no N-terminal; o clone C10, contendo duas extensdes 6xHis: uma no N- e outra no C-
terminal a fim de aumentar a superficie de afinidade da proteina com a coluna de
purificacdo; e o clone C4 com uma cauda 6xHis no N-terminal e peptideo sinal
removido. Para tanto, iniciou-se pela ressuspenséao do “pellet” em tampao de extracao
especifico (Apéndice B) contendo lisozima. As amostras foram incubadas em banho
de gelo durante 30-60 minutos, submetidas a lise celular e centrifugadas por 20
minutos a 15000 x g a 4 °C, para separagdo de extratos sollveis e insoluveis. O
“‘pellet” foi novamente ressuspendido em tamp&o de extragdo com adicdo de

detergente Triton X-100 nas concentracdes de 0.25% a 1% (v/v), lisado e centrifugado
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nas mesmas condicdes anteriores (denominado segundo extrato). Tanto o “pellet’
guanto o sobrenadante resultante de cada etapa foram analisados por SDS-Page. A
lise celular também foi realizada com 3 a 5 passagens do extrato proteico em um
aparelho French Press (Thermo Fisher Scientific) (1000 psi). Outras condi¢fes

também foram avaliadas e estéo todas detalhadamente descritas no Apéndice B.

2.5. Extragcao desnaturante

O método desnaturante utilizado para solubilizacdo da BXil contém diferentes
concentracdes de ureia (2 M e 6 M) e cloreto de guanidina 3M. Estes compostos atuam
como agentes caotrépicos a fim de solubilizar os corpos de incluséo (Cls) e obter a
proteina sollvel na forma desnaturada, sendo necesséria posterior renaturacdo. A
seguir, estdo descritos 0 método de extracdo desnaturante e de renaturacao proteica

utilizados (adaptado de Kim e colaboradores, 2015).

2.5.1. Lise celular

O clone C1 foi selecionado para obtencdo da BXil através de extracdo
desnaturante. O estoque em glicerol do clone C1 foi estriado em meio LB solido
contendo canamicina (50 pg/mL?) e incubado a 37 °C por 16 horas. Para o pré-
in6culo, uma coldnia isolada foi coletada e cultivada a 37 °C em meio LB liquido
durante 16 horas; em seguida, uma aliquota (10% v/v) foi adicionada em um novo
meio LB liquido e cultivada a 37 °C até atingir a DOsoo de 0,4-0,6. Em seguida, a
inducg&o ocorreu com 0,1 mM de IPTG durante 6 horas.

As células foram centrifugadas a 15000 x g, 4 °C durante 20 minutos e o “pellet”
foi ressuspendido em tampéo de extracao contendo Tris HCI 50 mM pH 8, NaCl 500
mM, MgCl 5 mM, Imidazol 20 mM, 1 pastilha de inibidor de proteases (Pierce Protease
Inhibitor Cocktails — Thermo Fisher Scientific) e DNase | (20 pug/mL™), incubado
durante 30-60 minutos no gelo, homogeneizado e lisado em French Press (Thermo
Fisher Scientific) a 1000 psi, com 5 passagens do extrato. O material lisado foi
centrifugado a 24000 x g, 10 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi armazenado e o “pellet”

foi submetido a duas lavagens, conforme descrito a seguir.
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2.5.2. Lavagem celular e solubilizacédo dos corpos de incluséo

Na primeira etapa de lavagem o “pellet” foi ressuspendido no tampao A (Tris
HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Ureia 2M e Triton X-100 2% v/v) e homogeneizado de
modo que nao restassem partes agregadas residuais dos corpos de inclusdo. O
material foi centrifugado a 24000 x g, 30 minutos, 4 °C, e o0 sobrenadante armazenado.
Esta etapa foi realizada duas vezes. No final de cada etapa uma amostra de cada
sobrenadante e o “pellet” final foram coletados para analise em SDS-Page.

A terceira lavagem ocorreu através da ressuspensao do “pellet” resultante das
lavagens anteriores em tampao B (Tris HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Ureia 6M, Imidazol
20 mM e DTT 2 mM), mantido sob agitacao durante 30-60 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, a solucao foi centrifugada a 24000 xg por 10 minutos, a fim de
remover o material insoluvel. O “pellet” foi armazenado e o sobrenadante contendo a
proteina solubilizada e desnaturada foi submetido a renaturacdo. Quando necessério,
a proteina solubilizada foi filtrada em filtro de 45 pum (Merck MilliPore) antes de seguir

para a etapa de renaturacao.

2.6. Renaturacéo in vitro

A renaturacao proteica foi realizada por diluicdo de gota (1:20) em tampao Tris
HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, glutationa reduzida 4 mM, glutationa
oxidada 1 mM e L-arginina 500 mM. Durante esta etapa, a proteina desnaturada foi
lentamente adicionada ao tampéao de renaturacdo, gota-a-gota, durante o periodo de
uma hora, a 4 °C com a solucao de renaturacdo sob agitacdo. A bomba peristaltica
P1 (GE Healthcare) (Figura 1) utilizada para adicionar a proteina gota-a-gota foi

configurada com fluxo baixo e continuo, de aproximadamente 10 mL/h.
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O Pump P-1

Figura 1. Imagem ilustrativa da bomba peristéltica P1 utilizada para adicionar a
proteina a solucéo de renaturacéo (Fonte: Sinapse Biotecnologia).

2.7. Purificacao proteica

A proteina renaturada foi concentrada em tubo Amicon (Merck MilliPore) com
“cutoff” de massa molecular de 50 kDa e purificada em uma coluna Superdex 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare) conectada a um aparelho de automatizacéo
cromatogréafica AKTA FPLC System (GE Healthcare) equilibrada em tamp&o Tris HCI
pH 9, 200 mM NaCl e glicerol 10% (v/v). As fracbes eluidas foram coletadas,

analisadas em SDS-Page e armazenadas a 4 °C para analises posteriores.

2.8. Determinacdo da concentracao da proteina

A concentracdo da proteina renaturada e purificada foi calculada a partir da
medida de absorcdo a 280 nm utilizando um espectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific) com base nos valores do coeficiente de extingdo molar e

na massa molecular do mondémero preditos a partir da sequéncia de aminoécidos,
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com auxilio do software ProtParam (“‘ProtParam tool - ExPASY’,

https://web.expasy.org/protparam/).

2.9. Teste de deteccdo de atividade enzimética

Ensaios quantitativos de atividade enziméatica em aparelho de absorbancia nao
foram realizados uma vez que a quantidade de proteina renaturada obtida ndo foi
suficiente para a realizagcdo destes testes. No entanto, foi realizado um teste
qualitativo de atividade enzimatica com a proteina renaturada e purificada a fim de
verificar o sucesso da renaturacdo proteica. Para tanto, uma aliquota da enzima foi
incubada em 2 mM de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNP-X) a 37 °C durante 30 min
e a atividade da B-xilosidase foi identificada pela mudanca de coloracdo da amostra
de incolor para amarelo, através da liberacdo de p-nitrofenol, que ocorre devido a
reacdo da enzima com o0 substrato cromogénico, evidenciando que a renaturacao

proteica foi eficiente.

2.10.Analise de Espalhamento dinamico de luz (DLS - Dynamic Light
Scattering)

Para avaliar se a renaturacdo ocorreu adequadamente e monitorar a
homogeneidade da amostra e a formacado de agregados, uma placa Terasaki (96
pocos) foi inicialmente preenchida com 6leo de parafina a fim de evitar o contato das
amostras com o ar e, em seguida, 1 pL da proteina renaturada e purificada diluida (0,1
mg/mL?) foi adicionado a placa. A placa foi analisada no Spectro Light 600 (Xtal
Concepts, Hamburg, Alemanha) em um comprimento de onda de 658 nm, a 20 °C
com numero de medidas igual a 20 e viscosidade de 0,345. Os resultados foram

avaliados por meio de graficos e imagens.

2.11.“Western blotting”

Inicialmente realizou-se uma eletroforese desnaturante em gel de

poliacrilamida 10% com as amostras de interesse. Em seguida o gel foi lavado 3 vezes
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em H20 destilada e a membrana PVDF Immun-Blot (BioRad) incubada com metanol
durante 5 minutos. O gel, o papel de filtro e a membrana PVDF foram incubados em
tampao de transferéncia (Tris Base 48 mM, Glicina 39 mM, metanol 20% e SDS 10%)
durante 10 minutos. A transferéncia ocorreu em sistema Trans-Blot® SD Semi-dry
(BioRad) a 15 V durante 45 minutos. Em seguida, a membrana foi lavada durante 10
minutos por 3 vezes com a solucdo TBS-T (5% TBS 20x e 0,05% Tween 20). Apos a
lavagem, a membrana foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente sob
agitacdo constante em uma solucao bloqueadora (TBS-T acrescido de 5% (p/v) de
leite em po). Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-His
(1:3000 v/v) na solucao bloqueadora, sob agitacdo constante a 4 °C durante 16 horas.
A membrana foi entdo lavada durante 10 minutos por 3 vezes com a solugcdo TBS-T e
incubada com o anticorpo secundario “anti-mouse” AP (1:30000 v/v) na solugéo
bloqueadora, sob agitacdo constante em temperatura ambiente durante 1 hora. A
membrana foi novamente lavada com TBS-T e corada com o substrato BCIP/NBT (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue tetrazolium) até o surgimento de
bandas de coloracdo roxa. A reacao foi interrompida adicionando H20 destilada a

membrana.

2.12.Ensaios de cristalizacao

Os experimentos de cristalizacdo foram realizados utilizando o método de
difusdo de vapor em gota assente em placas de 96 pocos preparadas pelo robd de
pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech). Os ensaios iniciais foram realizados
utilizando os kits comerciais JCSG+ Screen, Structure | & Il e Morpheus HT-96
(Molecular Dimensions, Sheffield, Inglaterra). Cada gota (condi¢cédo) foi formada por
250 nL da proteina (50% v/v) e 250 nL da solucéo de cristalizacéo (50% v/v) e avaliada
em triplicata. As placas foram seladas e mantidas em ambientes com temperatura
controlada a 4 °C, 20 °C ou 30 °C. As gotas foram examinadas sob uma lupa
estereoscopica diariamente durante 60 dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Clonagem molecular da ORF CB_612456

O gene codificador da B-xilosidase de 2172 pb e massa molecular ~81,25 kDa
foi prospectada e anotada no genoma de Chitinophaga sp., uma bactéria gram-
negativa isolada de um consércio microbiano oriundo de uma pilha de bagaco de
cana-de-acucar de uma industria de etanol (Kishi et al., 2017). A enzima foi
amplificada através de reagbes de PCR gerando as construcbes: pET28-BXil_FL
(“primers” F_EcoRI e R_Hindlll), pET28-BXil_SC (“primers” F_EcoRIl e
R_Hindlll_stop), e pET28-BXil_SP (“‘primers” F_EcoRIl_SP e R_Hindlll) (Figura 2;
Tabela 1).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos mapas dos vetores recombinantes e
reagdes de amplificacdo por PCR do gene codificador da B-xilosidase obtidos a partir
de diferentes combinagfes de primers. A: Vetor recombinante contendo o gene (-
xilosidase com a sequéncia completa (pET28-BXil_ FL — Clone C1). B: Vetor
recombinante contendo o gene B-xilosidase sem stop cddon (6xHis no N- e no C-
terminal do gene; pET28-BXil_SC — Clone C10). C: Vetor recombinante contendo o
gene B-xilosidase sem peptideo sinal (pET28-BXil_SP). Figuras elaboradas com o
software SnapGene (snapgene.com). D: Reacbes de amplificacdo do gene [-
xilosidase com 2.172 pb. M: Marcador molecular 1kb plus (Fermentas); FL: clone C1
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sequéncia completa (“full length”); SC: clone C10 sem stop cédon; SP: clone C4 sem
peptideo sinal.

3.2. Expresséo e extracdo nativa

A andlise de expressdo da proteina recombinante em E. coli ocorreu em
diferentes condi¢cdes de temperatura (18 °C a 37 °C), diferentes concentracdes de
IPTG (0,03 mM a1 mM), em meio LB, meio mineral M9 (Geerlof, 2010) e meio de auto
inducao (Studier, 2005), a fim de verificar a influéncia de cada componente dos meios
de cultivo sob a expresséo da proteina recombinante.

Inicialmente, os vetores recombinantes (clones) obtidos a partir das diferentes
combinacdes de “primers” (Figura 2; Tabela 1) foram inseridos em células
competentes E. coli BL21 (DE3) e submetidos a ensaios de expressao. Quando
inseridos em E. coli BL21 (DE3), os clones C1, C4 e C10 foram submetidos a
diferentes combinacdes de técnicas de expressdo e extracdo da proteina alvo
(Apéndice B).

Inicialmente, o clone C1 (pET28-BXil_FL) foi expresso a 20 °C em meio de auto
inducdo (ZYP-5052) (Studier, 2005) durante 21 horas (dados ndo mostrados), e a
30 °C e 37 °C em meio LB com 0,1 e 0,2 mM de IPTG durante 6 horas (Figura 3).
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das analises realizadas
em meio LB com 0,1 mM de IPTG a partir do clone C1 (pET28-BXil_FL). A: Ensaio de
expressao a 30 °C com 0,1 mM de IPTG e com 0,2 mM de IPTG nos tempos TO, T2,
T4 e T6 horas. B: Ensaio de expressao a 37 °C com 0,1 e 0,2 mM de IPTG nos tempos
TO, T2, T4 e T6 horas. C: Extracdo nativa da proteina expressa durante 6 horas com
0,1 mM IPTG. Extracdo da expressao a 30 °C e a 37 °C; 1° extrato, 2° extrato, 3°
extrato e fracdo insoluvel (1). M: marcador de massa molecular (“Precision Plus Protein
Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de aproximadamente 81,25 kDa.

O clone C4 (pET28-BXil_SP), quando expresso em meio LB a 37 °C e 25 °C,
foi induzido com diferentes concentracdes de IPTG, variando de 0,03 mM a 1 mM. A
menor concentracdo de IPTG (0,03 mM) nao foi capaz de induzir a expressao da
proteina nestas condi¢cbes (dados ndo mostrados). Além disso, a expressao a 37 °C
durante 22 horas resultou na degradacéo da proteina alvo (Figura 4.B). A tentativa de
extragdo nativa em ambas as temperaturas avaliadas também foi realizada, no

entanto, a proteina permaneceu nos corpos de inclusao (Figura 4.C e 4.D).
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das andlises realizadas
em meio LB com 0,1 mM de IPTG a partir do clone C4 (pET28-BXil_SP). A: Ensaio de
expressdo a 37 °C e a 25 °C em diferentes tempos (TO a T6 horas) B: Ensaio de
expressdo em meio LB com 0,1 mM de IPTG a 37 °C em diferentes tempos (TO a T22
horas); C: Extracdo nativa da expressao a 25 °C com 2 horas, 4 horas e 6 horas de
expressdo. D: Extracdo nativa da expressao a 37 °C com 2 e 4 horas de expressao.
(1° extrato, 2° extrato e fracdo insolavel (I)). M: marcador de massa molecular
(“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

A expressao do clone C4 também ocorreu em meio mineral M9 (Geerlof, 2010)
a 37 °C induzido com 0,3 e 0,5 mM de IPTG, sendo que o comportamento da
expressdo pareceu ser o mesmo em ambas as concentracbes (Figura 5.A). O
processo de extracao nativa foi realizado para ambas as concentracdes de indutor, no
entanto, a maior parte das proteinas permaneceu na fragcéo insoltuvel (Figura 5.B).
Nesse momento, houve uma tentativa de purificagdo da proteina sollvel presente no

primeiro extrato através de cromatografia por troca i6nica e por cromatografia de
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afinidade ao niquel, no entanto, nenhum dos métodos obteve sucesso, pois a maior

guantidade de proteinas foi expressa na fracao insoluvel.

0,3 mM 0,5mM

B 0.3mM 0.5mM
M To T2 T4 T6 To T2 T4 T6 M 1°E 2°E | 1°E 2°E |

—— S - —— — ——
.

200

116,2 —
97,4 S g1 s
78 - : ; -

S6
4275

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das analises realizadas a
37 °C em meio M9 com 0,3 e 0,5 mM de IPTG a partir do clone C4. A: Ensaio de
expressdo com 0,3 mM e com 0,5 mM de IPTG em diferentes tempos (TO a T6 horas);
B: extracdo nativa da expressédo a 37 °C com 0,3 mM e com 0,5 mM de IPTG. 1°
extrato, 2° extrato e fracdo insolavel (I). M: marcador de massa molecular (“Precision
Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

O clone C10 (pET28-BXil_SC), por sua vez, foi expresso em meio LB a 30 °C
induzido com 0,1 mM de IPTG durante 5 horas e a 37 °C induzido com 0,1 mM a 1
mM de IPTG durante 6 horas; e em meio de auto inducéo (ZYP- 5052) (Studier, 2005)
a 18 °C durante 16 horas (Figura 6.A; Apéndice B). As condi¢des avaliadas sob as
temperaturas de 30 e 37 °C com 0,1 e 1 mM de IPTG em meio LB e em meio de auto
inducao foram submetidas ao processo de extracdo nativa, novamente sem sucesso
(Figura6.B e 6.C).
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) das andlises a partir do
clone C10. A: Ensaio de expresséo a 37 °C em meio LB e em meio de auto inducao
(ZYP) com 1 mM de IPTG a 18 °C durante 16 horas. B: Extragdo nativa meio LB e
meio ZYP (1° e 2° extrato, fracdo insolavel (I). C: Expressdo em meio LB a 30 °C com
0,1 mM de IPTG (TO a T5 horas) e extracdo nativa (1° extrato, 2° extrato e fracéo
insoltvel (1)). M: marcador de massa molecular (“Precision Plus Protein Dual Color
Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de aproximadamente 81,25 kDa.

20

A superexpressdo de proteinas recombinantes em E. coli € o método mais
utilizado e de baixo custo beneficio, no entanto, tende a formar agregados de
proteinas biologicamente inativas chamados corpos de inclusdo (Cabrita e Bottomley,
2004; Vallejo e Rinas, 2004; Chura-Chambi et al., 2013).

Estes agregados ocorrem tipicamente a partir da auto associagcédo de algumas
proteinas que servem como ponto de nucleacao de pequenos agregados solUveis que

tendem a aumentar formando agregados maiores e insollveis, seja por proteinas em
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seu estado conformacional nativo ou em estados estruturalmente alterados (Philo e
Arakawa, 2009; Lebendiker e Danieli, 2014). Este processo pode ser estimulado de
acordo com as propriedades inerentes de cada proteina bem como por outros fatores
como temperatura, concentracdo de proteina, concentracdo do indutor, nivel de
expressao do plasmideo, auséncia de chaperonas, dentre outros (Cabrita e Bottomley,
2004; Philo e Arakawa, 2009; Wang et al., 2010; Lebendiker e Danieli, 2014). Essas
causas podem ocorrer de forma isolada ou em combinacao durante a expressao de
diferentes proteinas e, embora inUmeros avanc¢os tenham sido alcangados quanto a
melhora na expressdo e na solubilidade proteica, ndo ha nenhum protocolo
estabelecido para evitar a formacéo destes agregados em todas as proteinas (Rinas
et al., 2017).

Assim sendo, a construgdo C10 também foi inserida em outras cepas de E. coli
na tentativa de expressar a proteina na fracdo soltvel. A expressao em Arctic Express
(Agilent Technologies) ocorreu em meio LB a 12 °C sob inducédo de 1 mM e 3 mM de
IPTG durante 24 horas (Figura 7). A Arctic Express foi projetada para aumentar o
rendimento de proteinas solUveis em temperaturas de a 4-12 °C. Esta cepa co-
expressa as chaperoninas Cpnl0 e Cpn60 da bactéria Oleispira antarctica, que
possuem alta identidade com as chaperoninas GroEL e GroES da E. coli, as quais
conferem melhor processamento da proteina em baixas temperaturas melhorando o
enovelamento e a solubilidade da proteina e, consequentemente, prevenindo a

agregacao.
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da constru¢cdo C10 em
Arctic Express. A: Ensaio de expressdo em meio LB a 12 °C com 1 mM de IPTG
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durante 24 horas (TO e T24); B: Extracdo nativa (1° extrato e fracdo insoluvel (1)). A
seta indica a BXil de aproximadamente 81,25 kDa.

As cepas C41 (DE3) e C43 (DE3) (Lucigen) sao frequentemente utilizadas para
expressao de proteinas toxicas e de membrana. A expresséo da construcdo C10 em
E. coli C41 (DES3) ocorreu sob indugcéo de 1 mM de IPTG em meio LB a 37 °C durante
6 horas, e 0 gel SDS-Page da extracdo nativa mostrou uma banda na mesma altura
da B-xilosidase (~81 kDa) (Figura 8.A e 8.B). A partir deste resultado optou-se por
realizar a purificacdo do extrato por cromatografia de afinidade ao niquel e por
excluséo de tamanho (Figura 8.C e 8.D). Sendo assim, a fim de confirmar a presenga
da enzima foi realizado o sequenciamento N-terminal da amostra através da
Degradacao de Edman e um ensaio de “Western Blotting”, os quais revelaram que a

amostra purificada se tratava de uma proteina de E. coli.
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Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da constru¢dao C10 na E.
coli C41. A: Ensaio de expressdo em meio LB a 37 °C com 1 mM de IPTG (TO e T6
horas); B: Extragdo nativa (1° extrato e fracdo insoluvel (I)); C: Cromatografia foi
afinidade ao niquel (IMAC) (Linha 1: flow through; Linhas 2 a 6: amostras purificadas
referentes ao pico eluido a 225 mM de Imidazol); D: Cromatografia por exclusao de
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tamanho (SEC) (Linhas 1 a 6: amostras eluidas). M: marcador de massa molecular
(Precision Plus Protein Dual Color Standards — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

A construcao C10 também foi expresso em E. coli C43 (DE3) (Lucigen) com
1 mMde IPTG a 20 e 37 °C durante 16 horas e, novamente, a maior parte da proteina
expressa permaneceu na fracdo insoltvel (dados ndo mostrados).

Em Lemo21 (DE3) (NEB) o clone C10 foi expresso a 37 °C com 1 mM de IPTG
e com diferentes concentracbes de ramnose (0, 250, 500 e 1000 uM), durante 4 e 6
horas (Figura 9). Lemo21 oferece os recursos da BL21 (DE3) além de permitir a
expressdo ajustavel de proteinas alvo dificeis (proteinas de membrana, proteinas
toxicas e proteinas insoluveis) melhorando o enovelamento e a produgéo de proteinas
soluveis. Isso ocorre atraves da adicdo de L-ramnose ao meio de cultivo, que regula
o nivel de lisozima T7 (T7Lys), o qual é o inibidor natural da atividade da polimerase
de RNA T7 (Wagner et al., 2008). Ainda assim, a expressao da proteina alvo nesta
cepa em ambas as temperaturas avaliadas, ocorreu somente na auséncia de
ramnose, que é quando Lemo2l realiza o0 mesmo que uma cepa contendo o
plasmideo pLysS. O plasmideo pLysS reduz os niveis de expressdo basal do gene
alvo, sendo adequado para expressao de proteinas toxicas.

M 0 250 500 1000

250

150

100

Wil

Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da expressdo da
construgdo C10 em Lemo21 a 37 °C durante 6 horas com diferentes concentragdes
de ramnose (0 puM, 250 pM, 500 pM e 1000 uM). M: marcador de massa molecular
(“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.
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O hospedeiro Rosetta (DE3) (Novagen) foi desenvolvido para expressar
proteinas eucarioticas que contém codons raramente usados em E. coli, através da
presenca de um plasmideo que codifica os cdédons AGG/AGA (arginina), CGG
(arginina), AUA (isoleucina), CUA (leucina), CCC (prolina) e GGA (glicina) nesta cepa.
A expressao da construcdo C10 neste hospedeiro ocorreu em meio LB a 37 °C com 1
mM de IPTG durante 6 horas, sendo que a extracao nativa também evidenciou que a
proteina foi novamente expressa em corpos de incluséo (Figura 10).

A B
M To T6
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Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da expressdo da
construgdo C10 em Rosetta. A: Expressao a 37 °C durante 6 horas (TO e T6); B:
Extracdo nativa (1° extrato e fracdo insolavel (1)). M: marcador de massa molecular
(“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

As cepas Tuner (DE3) (Novagen) possuem uma mutagéo de delecédo do gene
lac permease (lacY) e resultam em um nivel de indu¢cdo homogéneo, permitido atravées
da entrada uniforme do IPTG em todas as células da populacdo. Dependendo da
concentracdo de IPTG, a regulacdo da expressdo ocorre de niveis muito baixos até
niveis de total inducdo, sendo que a expressdo em niveis mais baixos é capaz de
aumentar a solubilidade e a atividade de proteinas alvo dificeis. O clone C10 nesta
cepa foi expresso a 20 e 37 °C com 1 mM de IPTG (Figura 11).
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da expressdo da
construgdo C10 em Tuner. A: Expressao a 37 °C com 1 mM de IPTG (TO a T16 horas).
B: Extracdo nativa das amostras expressas durante 16 horas e das amostras
expressas a 20 °C (1° extrato e fracao insolavel (1)). M: marcador de massa molecular
(“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

Embora as células competentes BL21-Gold (DE3) (Agilent Technologies) ndo
sejam especificas para melhorar a solubilidade proteica, mas sejam versdes
melhoradas de E. coli BL21, elas também foram utilizadas para expressao da
construcdo C10. Neste caso, a expressao ocorreu a 37 °C com 1 mM de IPTG durante
4 e 6 horas e, da mesma maneira que nas outras cepas utilizadas, a proteina alvo
continuou na fracéo insolavel (Figura 12).
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da expressdo da
construgdo C10 em BL21-Gold. A: Expresséo a 37 °C com 1 mM IPTG (T4 e T6 horas);
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B: Extracéo nativa (1° extrato e fracao insolavel (1)). M: Marcador de massa molecular
(“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad). A seta indica a BXil de
aproximadamente 81,25 kDa.

Apesar das inUmeras tentativas de expressao proteina alvo na fracdo soluvel
empregando baixas temperaturas, baixas concentracfes de indutor, diferentes
linhagens de células competentes com caracteristicas Uteis para aumentar a
solubilidade, além de diferentes combina¢fes e métodos de extracdo (Apéndice B), a
maior parte da proteina continuou sendo expressa em corpos de inclusdo. Diante
disso, optou-se pela extracdo desnaturante e posterior renaturacao da proteina alvo,

a partir da construgdo C1 em E. coli BL21 (DE3).

3.3. Extracdo desnaturante — corpos de incluséo

Quando a proteina alvo € expressa na forma de corpos de incluséo,
geralmente, o método de extracdo da proteina na forma nativa ndo é capaz de
desfazer estes agregados e retirar a proteina da fracdo insoluvel. Diante disso,
recomenda-se realizar a extracdo desnaturante, que utiliza agentes caotropicos para
solubilizar os corpos de incluséo.

Em alguns casos a formagéo de corpos de incluséo aparece como vantagem,
pois estes agregados sao formados por grandes concentracdes da proteina
praticamente sem contaminantes, além de protegerem-na da degradacéo proteolitica
(Cabrita e Bottomley, 2004; Vallejo e Rinas, 2004). No entanto, o rendimento da
proteina apOs renaturacdo ndo é alto, portanto, do ponto de vista industrial e para
cristalografia, esta condicdo pode tornar o processo de obtencdo da enzima mais
complexo e oneroso e, ainda assim, nao ter éxito.

A recuperacdo das proteinas agregadas € realizada através do isolamento e
solubilizagéo dos corpos de inclusédo por meio de agentes desnaturantes e posterior
renaturacao in vitro. Os agentes desnaturantes mais comumente utilizados sao ureia
e cloreto de guanidina, que desnaturam completamente a estrutura terciaria da
proteina, ou por métodos mais suaves que podem preservar sua estrutura nativa. Os
meétodos mais brandos envolvem o uso de baixas concentracdes de desnaturantes,

detergentes ou arginina (Vallejo e Rinas, 2004).
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Enguanto o éxito para a solubilizacéo de corpos de inclusdo é mais simples e
requer somente um agente caotrépico e um agente redutor, 0 sucesso para a correta
renaturacao proteica depende de varias condic¢des fisicas e quimicas que envolvem
as propriedades intrinsecas de cada proteina e, portanto, ndo ha regras definidas ou
um protocolo pré-determinado, mas é necessario estabelecé-lo através de tentativa e
erro (Goldberg et al., 1996; Cabrita e Bottomley, 2004; Rinas et al., 2017).

Outros métodos de extracdo desnaturante também foram avaliados para
solubilizagé@o dos corpos de incluséo e renaturacao in vitro, no entanto, a proteina ndo
apresentou qualquer atividade contra o substrato cromogénico (dados néo
mostrados). Deste modo, neste estudo o protocolo escolhido foi adaptado de Kim e
colaboradores (2015), levando em consideragéo inUmeros testes de tentativa e erro,
bem como a disponibilidade de equipamentos e material (Figura 13).



Corpos de inclusdo

9000 xg, 30min, 4 °C

Tris HC1 50 mM pH 8, NaCl 500 mM,
MgC15 mM, Imidazol 20 mM

24000 xg, 10 min, 4 °C

Tris HC1 20 mM pH 8, NaCl 500 mM,
Ureia 2 M, Triton X-100 2% (vAv)

24000 xg, 10min, 4 °C

Tris HC1 20 mM pH 8,
NaCl 500 mM, Ureia 6 M,
Imidazol 20 mM, DTT 2 mM

24000 xg, 10 min, 4 °C

Tris HC1 20 mM pH 8, Guanidina
HC13M, Imidazol 5 mM, DTT 2
mM, agitando 30-60 min

24000 xg, 10 min

112

Figura 13. Esquema para obtencéo de proteina sollvel a partir de corpos de inclusédo

utilizando agentes desnaturantes.



113

Apos a lise celular e centrifugacéo, a fracdo insolluvel contendo os corpos de
inclusdo foi submetida a sucessivas lavagens a fim de remover contaminantes
celulares, como proteinas da membrana externa. Para isso, o tamp&o utilizado
durante as lavagens continha detergente Triton X-100 e ureia em baixas
concentracbes. Depois da lavagem, os corpos de inclusdo foram solubilizados
utilizando agentes caotropicos, geralmente 4-6 M de cloreto de guanidina ou 8 M de
ureia, sendo que a guanidina € mais utilizada devido & sua a¢ao caotropica mais forte
(Cabrita e Bottomley, 2004; Vallejo e Rinas, 2004). Além disso, a presenca de DTT
(Ditiotreitol) durante a solubilizacdo € necessaria para manter os residuos de cisteina
no estado reduzido e impedir eventuais ligacbes dissulfeto, que interferem na
solubilidade (Clark, 2001).

Durante a etapa de solubilizacdo a solugcdo permaneceu sob agitacdo lenta
durante 30-60 minutos a fim de permitir o desdobramento completo da estrutura da
proteina. Em alguns casos, quando a solubilizacdo € mais dificil, é necessario
aumentar a temperatura nesta fase, geralmente para 60 °C.

Apés o término da solubilizacdo a solucdo foi centrifugada e as fracbes
coletadas, sendo que o sobrenadante final continha a proteina solubilizada. Esta, por
sua vez, foi filtrada quando necessario e submetida a renaturacao in vitro (Figura 14).
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Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) da extracao
desnaturante da proteina alvo (clone C1). M: marcador de massa molecular; S:
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proteina solubilizada; W1: sobrenadante coletado ap6s a segunda lavagem; W2:
sobrenadante coletado apdés terceira lavagem; P: “pellet” final (fracao insoltvel). A seta
indica a BXil de aproximadamente 81,25 kDa.

3.4. Renaturagéo in vitro

As proteinas provenientes da solubilizacdo estdo desprovidas da sua
conformacdo nativa e devem ser submetidas a renaturacdo para que adquiram
novamente a sua forma correta. Para isso, as proteinas devem ser submetidas a
renaturacao in vitro, que pode ser alcancada através de dialise, diluicdo gota a gota,
cromatografia de afinidade ou filtracdo em gel. Neste estudo utilizou-se o método de
diluicdo gota a gota, o qual € o mais utilizado em estudos de pequena escala por ser
simples e néo necessitar de equipamentos de alto custo.

O processo de renaturacdo tem o objetivo de remover o0s agentes
desnaturantes e envolve uma solucdo contendo diferentes aditivos que permitem a
correta renaturacdo e minimizam a agregacao, 0s quais geram perda da proteina.
Cada proteina possui caracteristicas inerentes que devem ser consideradas durante
a escolha da composicao da solucdo renaturante. No entanto, embora os principios
de renaturacdo e agregacdo sejam amplamente discutidos na literatura, encontrar
uma condicdo adequada para a renaturacdo de uma proteina especifica pode levar
tempo e nem sempre tem o rendimento minimo esperado. Isto pode ser explicado pela
competicdo que ocorre entre os estados de renaturacdo correta com a dobragem
incorreta e a agregacao da proteina alvo, sendo que, geralmente, a via da renaturacao
correta encontra-se em desvantagem (Cabrita e Bottomley, 2004; Vallejo e Rinas,
2004). Além disso, inumeros fatores influenciam o sucesso da renaturacéo, como a
concentracéo final de proteina a ser renaturada, baixas temperaturas, componentes
do tampdo e método de renaturacdo utilizados (Goldberg et al.,, 1996; Cabrita e
Bottomley, 2004; Lebendiker e Danieli, 2014). Por fim, quando a correta renaturacao
€ alcancada geralmente obtemos proteinas biologicamente ativas.

A composicdo do tampédo de renaturacdo varia amplamente e depende
diretamente das caracteristicas de cada proteina. Geralmente se utiliza tampao Tris
em pH neutro ou levemente alcalino, além de diversos aditivos com diferentes

finalidades, incluindo detergentes, glicerol, NDSB, arginina, PEG 3350, ureia e
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guanidina em baixas concentrac¢des, NaCl, MgClz, EDTA, glutationa (GSH/GSSG),
cisteina/cistina, DTT, dentre outros (Goldberg et al., 1996; Clark et al., 1999; Cabrita
e Bottomley, 2004; Lebendiker e Danieli, 2014), os quais foram testados em diferentes
combinacdes e concentracbes até encontrar uma solucéo de renaturacdo adequada
a proteina de interesse.

Apos inlmeros testes, o tampdao de renaturacao final era composto por Tris HCI
pH8, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM, glutationa reduzida 4 mM (GSH), glutationa
oxidada 1 mM (GSSG) e L-arginina 500 mM. A composicéo do tampao de renaturacao
foi definida com base no processo iterativo de tentativa e erro considerando a
literatura, bem como as caracteristicas da proteina e os recursos disponiveis.

A renaturacao foi feita utilizando o método de diluicdo gota a gota (1:20) onde
a proteina solubilizada foi lentamente transferida para o tampé&o de renaturacéo a 4 °C
com um fluxo de aproximadamente 10 mL/h. Neste caso, o tampéo de renaturacao
estava sob agitacdo constante a fim de auxiliar na homogeneizacdo da solucéo e,
consequentemente, favorecer a renaturagéo.

Durante a renaturacgdo in vitro ocorreu a formacéo de agregados proteicos que
foram removidos por centrifugacdo ou filtragem a 45 um. Em seguida, a proteina
renaturada foi quantificada a 280 nm em aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) com base nos valores do coeficiente de extingdo molar e massa molecular
do monémero preditos anteriormente. O rendimento proteico obtido apés renaturacao
e remocédo dos agregados foi de aproximadamente 0,5 mg/mL* por litro de cultivo. A
solucdo contendo a proteina renaturada (aproximadamente 500 mL) foi entéo
concentrada em célula agitada Amicon (modelo 8200) (Merck Millipore) com uma
membrana de “cutoff” de massa molecular de 50 kDa até atingir a concentracdo de
aproximadamente 11,7 mg/mL* e, posteriormente, submetida a purificacdo por
exclusdo de tamanho a fim de aumentar a pureza da amostra, estimar a massa

molecular da proteina e prepara-la para armazenamento e uso.

3.5. Purificacao proteica

Para a etapa de purificagdo, uma aliquota de 500 puL da proteina renaturada e

concentrada (aproximadamente 11,7 mg/mL?) foi submetida a cromatografia por
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exclusao de tamanho (SEC) em uma coluna Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE
Healthcare) conectada a um aparelho de automatizagdo cromatografica AKTA FPLC
System (GE Healthcare) e equilibrada em tampao Tris HCI pH 9, 200 mM NaCl e
glicerol 10% (v/v). Além de aumentar a pureza da amostra, a SEC é a técnica mais
aceitavel e confiavel para detectar a presenca proteinas oligomerizadas corretamente
e monitorar a presenca de agregados (Lebendiker e Danieli, 2014).

As fracdes eluidas da coluna foram coletadas e analisadas por SDS-Page
(Figura 15). Em seguida, as aliquotas referentes a principal fracdo eluente foram
unidas, concentradas atraves de filtros Amicon® Ultra-15 (Merck MilliPore) (“cutoff” de
30 kDa) e, posteriormente quantificadas em aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) com base nos parametros fisico-quimicos preditos anteriormente. Apés a
SEC foi possivel recuperar, no total, 1 mL da proteina a uma concentracdo de
aproximadamente 2,1 mg/mL?, resultante da purificacdo da aliquota de 500 pL

anteriormente injetada na coluna.
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Figura 15. Eletroforese por SDS-Page da BXil apés purificagéo por SEC. M: Marcador
de massa molecular (“Precision Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad); Linha
1: Amostra injetada na coluna de purificacdo a uma concentracdo de
aproximadamente 11,7 mg/mL; linhas 2 a 5: fracGes eluidas apds a purificacdo. A
seta indica a BXil de aproximadamente 81,25 kDa.
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Ambas as amostras da proteina renaturada antes e apos a purificacdo por SEC

(11,7 e 2,1 mg/mL1, respectivamente) foram submetidas a ensaios de cristalizago.

3.6. Andlise de Espalhamento dindmico de luz e deteccdo da atividade

enzimatica

Para avaliar se a renaturagcdo ocorreu adequadamente e monitorar a
homogeneidade da amostra e a formacdo de agregados proteicos utilizam-se
diferentes métodos, tais como a presenca de atividade frente a degradacdo de
substrato, cromatografia por exclusao de tamanho, dicroismo circular, cristalogénese
e DLS (Vincentelli et al., 2009; Lebendiker e Danieli, 2014).

Diante disso, a proteina renaturada e purificada foi submetida a um teste
qualitativo para detectar a presenca de atividade enzimatica usando o substrato
cromogénico p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo (pNP-X) e a analise de Espalhamento
dindmico de luz (DLS). Os testes com o substrato cromogénico permitiram detectar a
presenca de atividade enzimatica resultando na mudanca da coloracéo para amarelo
(Figura 16.A), enquanto que os resultados obtidos a partir do DLS indicaram que a
amostra era monodispersa (Figura 16.B), ou seja, todas as particulas possuiam o

mesmo tamanho e ndo variaram de acordo com o tempo.
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Figura 16. Analise da eficiéncia da etapa de renaturacdo in vitro da BXil. A: teste
qualitativo de deteccdo de atividade enzimatica com a proteina renaturada e
purificada. B: Grafico de distribuicdo e histograma obtidos a partir da analise de DLS
realizadas no Spectro Light 600 (Xtal Concepts).
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3.7. Ensaios de cristalizacédo da BXil através do método de difusdo de vapor

em gota assente

As placas preparadas com os kits comerciais para 0s ensaios de cristalizagéo
através do método de difusdo de vapor em gota assente foram seladas e mantidas
em ambientes com temperatura controlada e as gotas foram examinadas sob uma
lupa estereoscopica diariamente durante 60 dias.

Os kits utilizados tém como finalidade de realizar o “screening” inicial dos
parametros de cristalizacdo e possuem condi¢cdes amplamente variadas (tampdes,
sais, precipitantes e pH). Além destas caracteristicas, o Kit Morpheus HT-96
(Molecular Dimensions) é ideal para cristalizar proteinas de membrana. Apesar disso,
em nenhuma condi¢do avaliada observou-se a formagao de cristais ou micro cristais
durante o periodo de 60 dias; observou-se somente gotas claras e gotas com a
formacdo de precipitados. Isso pode indicar que a concentracdo de proteina e do
reagente nao atingiu o ponto de saturacao que deveria nuclear e, consequentemente,
produzir cristais. Além disso, outros fatores também influenciam o processo de
cristalizacdo, tais como temperatura, concentracdo da proteina, composicdo e
concentracdo do precipitante e a presenca de contaminantes.

Apesar dos inumeros esforcos e diante dos resultados obtidos, conclui-se que
a baixa solubilidade da proteina pode estar relacionada as caracteristicas intrinsecas,
como por exemplo, a presenca de um “linker” demasiado grande entre os dominios,
impedindo-os de assumirem uma orientacdo relativa uniforme, o que pode impedir a
cristalizacdo. Em alguns casos, a expressao do gene pode ter mais sucesso quando
em hospedeiros eucarioticos, no entanto, estes sistemas possuem suas proprias
limitacdes, como alto custo, longa duracao e modificacdes pds-traducionais variadas
(Yumerefendi et al., 2010).

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
O gene anotado no genoma de uma Chitinophaga sp. codificou uma -

xilosidase de aproximadamente 81,25 kDa com uma arquitetura de dominios ainda

nao caracterizada, a qual nao foi expressa com sucesso na fracédo soluvel apesar das
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inUmeras tentativas. A extracdo desnaturante com concentracdo meédia de agentes
caotropicos e a posterior renaturacao in vitro mostraram ser viaveis para obtencao da
enzima ativa a partir de corpos de inclusdo mesmo que com baixo rendimento. No
entanto, a auséncia de cristalizagao pode ter sido resultado de alguma falha durante
0 processo de extracdo desnaturante ou renaturacdo, ou ainda, devido as
caracteristicas intrinsecas da enzima. A despeito disto, os métodos sistematizados
neste trabalho podem servir como ponto de partida para a purificagdo de outras
enzimas para “screening” inicial de atividade de interesse, uma vez que foi capaz de
resultar em proteina soluvel e ativa, conforme evidenciado pelos dados de DLS e
degradacédo de substrato cromogénico.

Espera-se que a expressdo de dominios separados possa resolver o problema
de solubilidade e permitir novos ensaios de cristalografia e determinacao da estrutura
tridimensional. Deste modo, uma tentativa de expressao da proteina na forma solavel
sera realizada no Instruct-ERIC, Grenoble — Franca, onde sera utilizada a técnica de
truncamento incremental aleatério da sequéncia do gene alvo, denominada
ESPRIT (Yumerefendi et al., 2010; Mas e Hart, 2017).
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CAPITULO 5 — Ensaios preliminares de cristalizacdo da lacase metagenémica

(LacMeta) prospectada em solo sob serapilheira de eucalipto

RESUMO - As lacases atuam numa ampla variedade de compostos
polifendlicos, fendlicos, ndo fenodlicos e aminas aromaticas. Estas enzimas sao uteis
para a biorrefinaria, industrias alimenticias, industrias de processamento de papel e
celulose, industrias téxteis, no tratamento de efluentes, na biorremediacéo de solos e
adguas contaminados com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, dentre outros.
Geralmente, a maioria das lacases possui trés centros de ligacdo ao cobre no seu
centro catalitico, considerados essenciais para o correto desempenho catalitico
dessas macromoléculas. Algumas lacases no entanto, apresentam somente dois
dominios de cobre, sendo conhecidas como “small lacases”, ou SLACs. A
caracterizacao cinética aliada a caracterizacdo estrutural de SLACs pode contribuir
para elucidar suas caracteristicas individuais. Este estudo teve como objetivo resolver
a estrutura de uma “small” lacase metagendmica (LacMeta) anteriormente
caracterizada por estudos cinéticos, a fim de compreender a base molecular envolvida
na evolucdo das SLACs e comparar suas caracteristicas estruturais com as das
principais lacases ja caracterizadas. Em estudos anteriores a LacMeta apresentou
elevado potencial biotecnoldgico para degradacédo de corantes da industria téxtil. No
presente estudo, a LacMeta foi expressa e purificada em alta concentracdo e
submetida a ensaios de cristalizacao e difracdo de raios-X, onde os dados de difracédo
coletados foram medidos a uma resolucdo de 1,8 A. Algumas tentativas de
determinacdo da estrutura foram realizadas, entretanto, o0 método de substituicdo
molecular ndo foi eficiente devido a falta de um modelo de fase adequado no Banco
de Dados de Proteinas. Assim, novos estudos cristalograficos utilizando cristais
derivados com selenometionina serdo necessarios para determinar a estrutura da
LacMeta.

Palavras-chave: difracdo de raios-X, enzima metagendmica, “multicopper oxidase”,
substituicdo molecular
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1. INTRODUCAO

Lacases (1.10.3.2) sé&o oxidoredutases que atuam numa ampla variedade de
compostos como polifendlicos, fendlicos, ndo fendlicos e aminas aromaticas, incluindo
a lignina e substancias humicas (Balcazar-Lopez et al., 2016). Elas fazem parte de
uma superfamilia chamada “Multicopper oxidases” (MCOs), as quais possuem trés
centros de ligagdo ao cobre no seu centro catalitico e sdo amplamente distribuidas
em fungos, plantas e bactérias (Baldrian, 2006; Balcazar-Lopez et al., 2016).

Esses trés centros de ligacao ao cobre, ou centro de cupredoxina, acomodam
quatro tipos de atomos de cobre e sdo designados por T1, T2 e T3. O centro T1
apresenta um cobre de tipo 1; o centro T2 apresenta um cobre do tipo 2 e 0 T3
apresenta dois cobres do tipo 3, sendo que o0s cobres tipo 2 e tipo 3 estdo
posicionados na forma de um triangulo. O centro T1 confere a coloracdo azul destas
enzimas e é responsavel pela oxidacao do substrato e transferéncia dos elétrons para
0s outros centros de ligac&o ao cobre. Os centros T2 e T3 formam o centro trinuclear
de cobre (TNC), responsavel pela ligacao, ativacdo e reducédo do oxigénio em agua
(Solomon et al., 1996; Komori et al., 2009; Giardina et al., 2010; Sirim et al., 2011;
Gunne et al., 2014) (Figura 1).

T1 (o TNC

Asp

H.O

His

Figura 1. Arquitetura dos centros de ligacdo ao cobre encontrado nas MCOs (PDB
1kv7). Adaptado de (RuliSek; Ryde, 2013).
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Os ions de cobre presentes nesses centros sao coordenados por um residuo
de metionina, um residuo de cisteina e 10 residuos de histidina altamente
conservados que sdo considerados essenciais para o correto desempenho catalitico
dessas macromoléculas. Essas histidinas estdo localizadas dentro de assinaturas, ou
motivos conservados, que sao divididas em H-X-H-G, H-X-H, H-X(2)-H-X-H E H-C-H-
X(3)-H-X(4)-[MLF] (onde o X representa qualquer residuo de aminoacido) (Reiss et
al., 2013; Gunne et al., 2014).

Normalmente, as lacases possuem estes trés dominios de ligacao ao cobre e
sdo denominadas lacases candnicas tipicas, porém, algumas apresentam somente
dois dominios sendo chamadas de “Small lacases”, ou SLACs. Curiosamente, as
SLACs necessitam possuir uma organizagdo homotrimérica para serem
biologicamente ativas. Isso porque, pelo fato de ter um dos dominios de ligacdo ao
cobre ausente, necessitam utilizar os dominios adjacentes para reconstruir o TNC
funcional (Endo et al., 2003; Machczynski et al., 2004; Murphy et al., 2008; Skalova et
al., 2009).

Envolvidas em diversos processos bioldgicos, como homeostase de metais
pesados e degradacéao de lignina (Giardina et al., 2010), estas enzimas tém recebido
muita atencdo nos ultimos anos devido a sua ampla variedade de aplicacdes
biotecnoldgicas. Dentre suas principais utilidades podemos destacar sua participacao
em industrias alimenticias, de cosméticos, de papel e celulose, téxteis, na
nanotecnologia, na biorremediacgéo e sintese organica (Riva, 2006; Rodriguez Couto
e Toca Herrera, 2006; Sirim et al., 2011).

A etapa de pré-tratamento realizada na biomassa a fim de alterar ou remover a
lignina libera compostos fendlicos que inibem a hidrélise da celulose e hemicelulose
durante o processo de conversdo de biomassa em biocombustivel (Wyman et al.,
2005; Parawira e Tekere, 2011; Alvira et al., 2013; Bagewadi et al., 2017). A remocéao
destes compostos inibitérios € realizada através de métodos fisicos e quimicos, no
entanto, a desintoxicacdo bioldgica utilizando enzimas surge como uma alternativa
ecologica. Apesar disso, 0 uso de enzimas em muitos processos industriais ainda €
considerado oneroso e complexo, sobretudo devido a baixa estabilidade e efetividade
destas moléculas perante as condi¢cfes adversas do proprio processo que participam
(Zeng et al., 2011; Johnson, 2016).
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Diante desta demanda por enzimas mais efetivas e de baixo custo, os recentes
avancos da engenharia de proteinas surgiram como estratégia para superar este
problema.

A caracterizagdo cinética aliada a estudos de resolugdo da estrutura
tridimensional de lacases pode contribuir para a compreensao das relagdes estrutura-
funcao e, a partir da engenharia de enzimas, aprimorar suas principais caracteristicas
e, por conseguinte, ampliar suas aplicagdes biotecnoldgicas. Alguns exemplos de
caracteristicas desejaveis sdo atividade aumentada, maior especificidade e
seletividade em diferentes substratos (Kunamneni et al., 2008).

Uma nova lacase de dois dominios (“small” lacase) foi prospectada no
metagenoma de solo sob serapilheira de eucalipto (Gomes et al., 2013; Gomes-Pepe
et al., 2016) e caracterizada cineticamente em um estudo preliminar (Lima, 2017).

A LacMeta, que apresentou similaridade de 82% com uma proteina hipotética
de Streptomyces rubidus [WP_069465126.1], foi purificada na forma homotrimérica
com 128,22 kDa. Apresentou atividade 6tima a 37 °C e em pH &cido para o substrato
ABTS, mas também manteve sua atividade acima de 50% em uma ampla faixa de
temperatura (10-60 °C) (Lima, 2017). Além disso, a LacMeta degradou sete corantes
de cinco classes distintas sem a presenca de um mediador redox. Diante das
caracteristicas apresentadas, a LacMeta demonstra elevado potencial biotecnoldgico
para o tratamento de aguas residuais de industria téxtil, resultando ainda no depdsito
de uma patente.

No presente estudo, esta lacase foi submetida a ensaios de cristalizacdo com
objetivo de compreender a base molecular envolvida na evolucdo das SLACs e
comparar suas caracteristicas estruturais com as das principais lacases ja
caracterizadas. No entanto, a técnica de substituicdo molecular utilizada para
determinacao de estruturas nao foi bem sucedida para a enzima em questao, sendo
assim, aqui descrevemos somente 0s ensaios preliminares de cristalizacdo e as
perspectivas futuras.

Este estudo teve como objetivo realizar ensaios de cristalografia por difracao
de raios-X e determinacdo da estrutura cristalografica de uma “small” lacase

metagenbmica anteriormente caracterizada através de estudos cinéticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem da proteina

A LacMeta foi previamente relatada em um trabalho de origem do grupo de
pesquisa do LBMP (Lima, 2017). Essa enzima foi prospectada utilizando a regido
conservada para lacases L3 (HLHGH) em uma base de dados metagendmicos do
LBMP utilizando a abordagem “sequence-driven” e teve sua caracterizagdo cinética

realizada.

2.2. Expresséao e extragao

Para os ensaios de expressdo, uma colbnia isolada foi cultivada em meio LB
suplementado com canamicina (50 pg/mL1) a 37 °C durante 16 horas. Em seguida,
10% (v/v) desse pré-indculo foi adicionado em um novo meio LB contendo canamicina
(50 pg/mL?) para expressao da proteina recombinante. A expressdo ocorreu a 37°C,
durante 16 horas, sob inducdo com 0,1 mM de IPTG. As células foram centrifugadas
e lisadas por um homogeneizador de alta pressdo (APV Model 2000 Homogenizer)
com trés passagens do extrato a 11600 psi e novamente centrifugada para separacao

dos extratos sollveis e insoluveis.

2.3. Purificacao proteica

A fracdo soluvel contendo a LacMeta foi inicialmente purificada por
Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) utilizando uma
coluna “Sepharose” (HisTrap HP — GE Healthcare, 5 mL), eluida com um gradiente
crescente de Imidazol. As fracfes eluidas foram reunidas e concentradas através de
filtros Amicon® Ultra-15 (Merck MilliPore) com capacidade de retencdo de moléculas
com massa molecular superior a 10 kDa e, posteriormente, purificada por
cromatografia liquida por exclusdo molecular (SEC) utilizando uma coluna “Superdex
200 Increase” 10/300 GL (GE Healthcare) conectada em um aparelho de

automatizacédo cromatografica AKTA FPLC System (GE Healthcare) e equilibrada em
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tampéo Tris HCI pH 9, 200 mM NaCl e 10% (v/v) de glicerol. As fracGes eluidas na
purificacdo SEC (1 mL cada fracao) referente a principal fracao eluente visualizada no
cromatograma foram analisadas por SDS-Page.

A concentracdo da proteina pura foi calculada a partir da medida de absor¢éo
a 280 nm utilizando um espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) com base nos valores do coeficiente de extincédo
molar e na massa molecular da proteina calculados utilizando o programa ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/).

As fracOes eluidas da SEC que exibiram um elevado grau de pureza e
concentragdo desejavel (210 mg/mL-1) foram diretamente submetidas a ensaios de

cristalizacao.

2.4. Experimentos de cristalizacao

Os primeiros ensaios de cristalizagdo e o “screening” inicial foram realizados
no Laboratdrio Nacional de Biociéncias (LNBio), Campinas — SP, através de proposta
de pesquisa enviada pela pesquisadora Dra. Elisangela Soares Gomes Pepe. Os
cristais obtidos nas condi¢cdes avaliadas ndo apresentaram nenhuma difracédo. Diante
disso, a amostra da enzima LacMeta foi gentilmente cedida pela pesquisadora para a
presente pesquisa.

Os ensaios descritos a seguir foram realizados durante estagio doutoral no
Laboratorio de Cristalografia Aplicada a Indastria e a Medicina, do Instituto de
Tecnologia Quimica e Biolégica (ITQB) da Universidade Nova de Lisboa (UNL) em
Oeiras, Portugal, sob orientacdo do pesquisador Dr. Pedro Matias.

A fim de otimizar os ensaios realizados no LNBIio, as condicfes iniciais foram
reproduzidas manualmente em placas de 24 poc¢os com volume de gota de 1 pL
(variando a proporgdo da proteina e do precipitante) e volume de reservatorio de
500 pL. As placas de cristalizacdo foram conservadas em trés ambientes com
temperatura constante (4°C, 20°C e 30°C). As gotas foram examinadas sob uma lupa
estereoscopica diariamente.

Novos kits comerciais foram testados: JCSG+ “Screen”, “Structure” | & Il, “Pact
Premier”, “The BCS Screen”, “Morpheus HT-96” (Molecular Dimensions) e os kits “The


https://web.expasy.org/protparam/
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Pact Suite” e “The AmSO4 Suite” (Qiagen), a fim de estabelecer uma nova condi¢éo
ideal. Os novos testes foram realizados pelo método de difusdo de vapor em placas
de 96 pocos preparadas pelo robé de pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech)
(Figura 1). As placas foram seladas e mantidas em ambientes com temperatura

constante conforme descrito anteriormente.

Figura 1. Imagem ilustrativa do rob6 de pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech) com
camara de controle de umidade que impede a evaporacéo da amostra.

A seguir, as condicdes com formacdo de cristais foram reproduzidas
manualmente em triplicata com volume de gota de 1 pL (0,5 pL de proteina e 0,5 pL
do precipitante) adicionando diferentes aditivos do kit de cristalizacdo Additive Screen

HT (Hampton Research). Os cristais considerados adequados para os testes
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seguintes foram coletados, imersos em solucdo crioprotetora, congelados em

nitrogénio liquido e enviados para difracao.

2.5. Coleta de dados de difracéo

Os cristais LacMeta foram submetidos a difracdo de raios-X na Linha de Luz
103 no sincrotron “Diamond Light Source” em Oxfordshire, Reino Unido, usando um
detector Eiger2 XE 16M e um comprimento de onda 0.97628 A.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Expresséo e purificacdo da proteina recombinante

A enzima LacMeta (~42,74 kDa) foi expressa com alto rendimento em E. coli e,
em seguida, foi purificada por meio de cromatografia de afinidade ao niquel utilizando
aresina Ni-NTA e eluida com 500 mM de imidazol. Posteriormente, as fragdes eluidas
na purificacdo SEC referente a principal fracao eluente visualizada no cromatograma
foram analisadas por eletroforese em gel SDS-Page (Davis, 1964) (Figura 2). O
rendimento total da proteina apds a IMAC e apds a SEC foi de aproximadamente 63

e 46 mg/mL* a partir de 1 litro de cultivo, respectivamente.
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Figura 2. Eletroforese por SDS-Page da LacMeta. A: Purificacdo por cromatografia de
afinidade IMAC; 1-8: fracdes eluidas em gradiente de imidazol (100 a 500 mM). B:
Purificag@o por cromatografia por excluséo de tamanho SEC; 1: amostra injetada para
purificacdo SEC; 2 a 10: fracfes eluidas. M: Marcador de massa molecular (“Precision
Plus Protein Dual Color Standards” — BioRad).

3.2. Cristalizacdo e otimizacao dos cristais

Os cristais formados a partir das condic¢des iniciais avaliadas ndo apresentavam
as caracteristicas desejaveis para ensaios de difracdo de raios-X, pois estavam
aglomerados, eram muito pequenos, de forma irregular e frageis impedindo sua
coleta. Quando a coleta era realizada com sucesso, 0s cristais coletados
apresentaram pouca ou nenhuma difracdo. Diante disso, outros kits comerciais,
incluindo kit de aditivos, foram utilizados para o preparo das placas pelo robd de
pipetagem Mosquito LCP (SPT Labtech).
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Nesse momento, as placas de cristalizagdo foram mantidas a 20°C e
observadas diariamente até que foi possivel observar a formacdo de cristais com
tamanho adequado (aproximadamente 5 dias).

Os cristais foram obtidos na condig&o ideal contendo 25% (v/v) PEG 3550, 200
mM sulfato de sodio, 100 mM BIS-TRIS propano pH 7,5 e 10% (v/v) de etanol 30%
(v/v) natemperatura de 20 °C ap0s 5 dias. Os cristais Unicos, com faces e bordas lisas
foram coletados para ensaios de difracdo de raios-X (Figura 3), imersos em uma
solucgéo crioprotetora (15% de glicerol (v/v), 25% (v/v) PEG 3550, 200 mM sulfato de
sédio, 100 mM BIS-TRIS propano pH 7,5 e 10% (v/v) de etanol 30% (v/v)) e usados

para coleta de dados.

Figura 3. Cristais LacMeta obtidos sob a condicéo ideal contendo 25% (v/v) PEG 3550,
200 mM Sulfato de sédio, 100 mM BIS-TRIS propano pH 7,5 e 10% (v/v) de etanol
30% (v/v), crescidos em temperatura de 20 °C durante 5 dias.

3.3. Coleta e processamento de dados
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Os melhores dados de difracéo coletados para os cristais LacMeta foram a uma
resolucéo de 1,8 A. A busca por sequéncias similares no banco de dados PDBe (“The
Protein Data Bank in Europe”) resultou em uma sequéncia com similaridade de 29,5%
com a LacMeta e algumas tentativas de determinacé&o estrutural foram realizadas sem
sucesso. Normalmente, um molde com similaridade de sequéncia acima de 25% pode
ser utilizado para determinar a estrutura pelo método de substituicdo molecular, no
entanto, podem haver excec¢des (Evans e McCoy, 2007; Taylor, 2010).

A baixa similaridade de sequéncia é uma caracteristica comum entre
“Multicopper” oxidases que costumam compartilhar conservacdo elevada restrita a
dominios cataliticos. Além disso, estes resultados corroboram com o0s estudos
anteriores que indicaram que a LacMeta se trata de uma nova enzima.

Assim, sugerimos novos ensaios utilizando um sistema de expressao
estabelecido para a substituicdo de residuos de metionina por selenometionina
(SeMet) na proteina recombinante, o que permitird a determinacado estrutural através
do método de Difragcdo andmala de comprimento de onda Unico (SAD - “Single

wavelength anomalous diffraction”).

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A LacMeta foi expressa e purificada com alto rendimento em E. coli e submetida
a ensaios de cristalizacao e difracdo de raios-X. Os melhores dados de difracao
coletados foram medidos a uma resolucdo de 1,8 A, no entanto, n&o foi possivel
determinar sua estrutura tridimensional através do método de substituicdo molecular,
principalmente devido a falta de um modelo de fase adequado no Banco de Dados de
Proteinas, resultado da baixa similaridade entre as sequéncias da proteina alvo e da
proteina modelo. A baixa similaridade é uma caracteristica comum entre “Multicopper
oxidases” que costumam compartilhar conservacdo elevada restrita a dominios
cataliticos. Além disso, estes resultados corroboram com os estudos anteriores que
indicaram que a LacMeta se trata de um nova enzima.

Diante disso, novos ensaios cristalograficos utilizando cristais de um derivado
de selenometionina serdo necessarios para determinar a estrutura da LacMeta, pois

trata-se de uma lacase bacteriana pouco conhecida e de alto interesse no setor
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biotecnoldgico. Os estudos cristalograficos permitirdo a determinacéo da estrutura da
LacMeta e o conhecimento obtido sera importante para elucidar seu mecanismo de

acado e, eventualmente, construir mutantes com propriedades cataliticas melhoradas.
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Apéndice A. Sequéncias de aminoacidos provenientes do banco de dados NCBI.
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Tabela 1A. Analise de similaridade da BXil com sequéncias de aminoacidos
recuperadas do banco de dados “nr” do NCBI através da ferramenta BlastP utilizadas
na analise fenética.

Namero de Descricio Oraanismo Eamilia Numero de | Cobertura | Identidade
acesso & 9 aminoacidos (%) (%)
SHL68501.1 GH43 Chitinophaga | i ohaoaceae 487 67 86.7
jiangningensis
NCU05616.1 GH43 Ch'“tr)“’pha.gaceae Chitinophagaceae 723 96 64.84
acterium
WP 167290130.1 | GH43 Psei‘é"f;f‘i’ga'ea Chitinophagaceae 709 97 65.29
WP_144887167.1| GHA43 Lacibacter Chitinophagaceae 719 98 63.52
cauensis
WP_146781387.1| GHaz | Havisolibacter oy onadaceae 719 96 63.22
ginsenosidimutans
WP_143387208.1| GH43 unclassified Flavobacteriaceae 728 94 64.09
Flavobacterium
AOW10809.1 beta- Flavobacterium Flavobacteriaceae 735 95 63.45
xilosidase gilvum
WP_100430111.1| GH43 Flavobse;cterlum Flavobacteriaceae 738 95 63.62
WP _114778441.1| GHA43 Botryobacter ruber | Hymenobacteraceae 736 99 63.34
WP_162055101.1 GH43 Pon_lt_llr\z%tf; sP- Hymenobacteraceae 751 94 66.81
Adhaeribacter
WP_146897773.1| GHA43 aerolatus Hymenobacteraceae 719 97 63.36
WP_123125614.1 | GH43 R“f'bz""zc_tlecr_slp' R* | Hymenobacteraceae 692 94 65.35
WP_150090418.1 | GH43 Adhaegggger SP- | Hymenobacteraceae 724 94 64.82
ALJ01192.1 beta- Rufibacter Hymenobacteraceae 704 94 63.60
xilosidase tibetensis
WP_115567210.1| GH43 Pontibacter Hymenobacteraceae 751 94 66.52
diazotrophicus
WP _149090453.1 | GH43 R“,L'g%c;gffp' Hymenobacteraceae 695 94 65.74
WP _131556829.1 | GH43 Pedsg‘_"‘g_tﬂ SP- | sphingobacteriaceae 718 99 62.22
WP 069381093.1 GH43 Pedobacter steynii | Sphingobacteriaceae 718 100 61.88
TDQO08910.1 : bgta— Pedopacter Sphingobacteriaceae 722 98 61.26
xilosidase | metabolipauper




Apéndice B. Métodos de expresséao e extracdo da proteina recombinante.

Tabela 1B. Descricdo dos métodos utilizados para obtencdo da proteina alvo na fracdo solavel.
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Construcéo E. coli Expresséo Extracdo*
Meio Tempo de . . Triton .
DOsoo I(I:n-ll-v?) de Tem?)ecr)a tra expressdo | Tampéo G'Eg’/f)ro' ?‘rﬁﬁ)l Ing:g?/lz)ol (% piv) Extratort Tirr]itféit;[gaagf
cultivo (horas) * P ¢
c1 Fosfato 50,
. BL21 04-1|01le pH 7 200 0,10e 0,25 e Sonicador .
(Sequéncia | neay | g6 | 9o | LB 30, 37 6 20es50 | °€10 | ¢ 20 05 | ultrassonico | M (IMAC)
completa) mM) 500
Fosfato .
NA | NA | AU 20 21 pH 7 10 | 200 20 0,25 | Sonicador N&o
inducéo (50 mM) ultrassoénico
Fosfato .
04-1 01| LB 30 5 pH 7 10 | 200 20 0,25 | Sonicador N&o
0,6 ultrassénico
(50 mM)
0,1, Tris HCI
(%Lél) 04 [o2e| 1B 37 6 pH 8 10 | 500 | 20 1 FF[fe”SCSh N0
’ 1 (50 mM)
Tris HCI
NA | NA | AU 18 21 pH 8 10 | 500 | 20 1 French N0
inducéo (50 mM) Press
. Tris HCI
Arctic 1 04-114.3| B 12 24 pH 8 5 200 20 : French ) giny amac)
C10 Express 0,6 (20 mM) Press
(Se,m stop Tris HCI
codon) Rosetta | 0,4 - 1 LB 37 6, pH 8 5 200 20 i French Sim (IMAC)
(DE3) 0,6 16 (20 mM) Press
Tris HCI .
C41 0,8- French Sim (IMAC e
(DE3) 01 1 LB 37 6 (Z%Hm8l\/l ) 5 200 20 - Press SEC)
Fosfato
BL21Gold | 04— 4 LB 37 4,6 pH 7 - 500 20 - French N&o
(DE3) 0,6 (50 mM) Press
Fosfato
Lfg‘Eogz)l 0646_ 1 LB 37 4,6 pH 7 i 500 | 20 : FF[fe”;Sh N0
' (50 mMm)
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Tuner 0,4 - Tris HCI French
! 1 LB 20, 37 16 pH 8 5 200 20 - Nao
(DE3) 0,6 (20 mM) Press
Tris HCI
(S‘E‘% 081 1 LB 20, 37 16 pH 8 5 200 | 20 : FFff:SCSh N0
(20 mM)
Fosfato Sonicador
04 - 1,2,6 pH 7 10 200 20 1 ultrassénico N&o
0.6 0,1 LB 37 (50 mM)
ca ' 22 (sem i i i i i i i
(Sem BL21 expressao)
peptideo ©e3) | %% | 0,03 | LB, M9 37 4 (sem . i i : : : :
sinal) 0,6 expressao) -
Tris HCI . Sim (IMAC e
04- 103 1 yg 37 6 pH 9 10 | 200 20 | (fCTAB | Sonicador Troca
0,6 0,5 1% ultrassoénico A
(50 mMm) VIv) ibnica)

* O detergente nédo idnico Triton X-100 foi utilizado somente na segunda etapa de extracdo, quando realizada.
¥ Todas as extragdes realizadas continham lisozima a < 1 mg/mL2.
T French press: as células foram rompidas com 3 a 5 passagens do extrato a 6894,76 KPa. Sonicador ultrassonico: As células
foram rompidas por ultrassom com Sonicador ultrassdnico Branson Sonifier 250 (Branson, Connecticut, EUA), com razéo ciclica
de 20% com 15 ciclos de 10 pulsos e intervalos de 10s entre cada ciclo.

. dados ndo mostrados.

1. CTAB (brometo de cetrimbnio): detergente catidnico utilizado na solubilizacéo de Cls.




