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RESUMO

A proposta inicial deste trabalho foi o melhoramento da termoestabilidade
da xilanase do fungo T. aurantiacus (XynA_Ta), expressada em S. cerevisiae
(XynA_Sc), a partir da construcdo anteriormente obtida em P. pastoris
(xynA_Pp). Contudo, a reduzida expressao de XynA_Sc, aliada a duas mutacfes
de amindacidos, motivaram a reclonagem do gene de xynA _Ta em E. coli
(xynA_Ec). O Capitulo 1 descreve o estudo da producdo e caracterizacao de
XynA_Sc, XynA _Pp e XynA_Ec, anterior as corre¢cdes das mutacoes. Estas
exibiram 6timos de expressdo com 650, 5,8 e 815 U.mL?, ap6s 96 h e de
atividade em pH 5-5,5 e 65-70 °C. XynA_Ec destacou-se com ampla faixa de
estabilidade, de 40 a 85 °C, apds 1h, e XynA_Pp mostrou 100% de atividade em
pH 6-8, ap6s 24 h. XynA _Sc e XynA Pp apresentaram forte ativacdo em
solventes organicos. A XynA_Sc foi inibida em concentragdes superiores a 20
mg.mL* de substrato. O Capitulo 2 apresenta resultados da obtencéo da forma
nativa (corrigida) (XynAc_Ec) e de onze mutantes por MSD. Todas linhagens
foram expressas, purificadas e fatores bioguimicos auxiliaram na selecdo dos
trés mais termoresistentes. Estes foram caracterizados, juntamente com
XynAc_Ec, frente a fatores biofisicos (CD) e estruturais (por homologia - 1TUX-
PDB). Destaque para o mutante H209N com maior termoestabilidade, atividade
catalitica e Tm de 71,3 °C. O aumento na estabilidade térmica foi relacionado ao
incremento de hélices curtas, pontes salinas e a carga positiva no core catalitico
(trabalho publicado). O Capitulo 3 apresenta resultados da combinacéo in silico
dos trés mutantes termoestaveis, com base em dados estruturais (homologia -
1TUX-PDB). Q158R / H209N / N257D exibiu maior conteudo de interacdes
salinas e menor RMSF. Portanto, XynA Pp, XynA Ec e H209N sdo enzimas
potenciais para aplicacdo em bioprocessos; e estudos in silico sugerem que
mutante Q158R / H209N / N257D seja obtido in situ.

Palavras-chave: endo-xilanase, S. cerevisiae, P. pastoris, E. coli,

termoestabilidade, mutantes.



ABSTRACT

The initial purpose of this work was the improvement of xylanase thermal
stability of fungus T. aurantiacus (XynA_Ta), expressed in S. cerevisiae
(XynA_Sc) from the building previously obtained in P. pastoris (xynA_Pp).
However, the reduced expression of XynA_ Sc, combined with two mutations of
amino acids, led to the recloning xynA_Ta gene in E. coli (XynA_Ec). Chapter 1
describes the study of the production and characterization of XynA_Sc, XynA_Pp
and XynA_Ec, previous mutation corrections. These showed great expression
with 650, 5.8 and 815 U.mL-1, after 96 h and activity at pH 5-5.5 and 65-70 °C.
XynA_Ec displayed wide stability range from 40 to 85 °C, after 1h, and XynA_ Pp
showed 100% activity at pH 6-8, after 24 h. XynA_Sc and XynA_Pp exhibited
stronger activation in organic solvents. The XynA_Sc was inhibited by
concentrations greater than 20 mg.mL! of substrate. Chapter 2 describes the
native correction (XynAc_Ec) and construction of eleven mutant obtained by the
MSD. All strains were expressed, purified and biochemical factors helped in the
selection of the three most heat resistant. These were characterized, along with
XynAc_Ec, by biophysical (CD) and structural factors (homology - 1TUX-PDB).
H209N mutant displayed higher thermal stability, catalytic activity and Tm of 71.3
°C. The increase in thermal stability was related to short helices content, salt
bridges, and the positive charge in the catalytic core (published work). Chapter
3 presents results of in silico combination of the three thermostable mutants,
based on structural data (homology - 1TUX-PDB). Q158R / H209N / N257D
showed higher content of bridges interactions and lower RMSF. Therefore,
XynA_Pp, XynA_Ec and H209N are potential enzymes for applied bioprocesses;
and studies in silico suggest that mutant Q158R / H209N / N257D should be
obtained in situ.

Keywords: endo-xylanase, S. cerevisiae, P. pastoris, E. coli, thermalstability,

mutants.



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1 — Estrutura quimica geral da xilana e acdo das enzimas do complexo
LS Yo=Y [1] (o] 111 [ T 22

Figura 2 — Representagdo estrutural da endo-xilanase de T. aurantiacus, com

enovelamento do tipo barril TIM (a/B)8 por viséo lateral ao longo do barril............... 25
Figura 3 — Mapa do vetor de expressao PET-28a..........ccccooccvviiiieiiiiieiieeeiciieeee 30
Figura 4 — Mapa fisico do Vetor YLIPGK-1......cccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 34
Figura 5 — Mapa do Vetor PPICO.........oouiiiiie e e e e 37

Figura 6 — Esquema representativo de técnicas de engenharia de proteinas. (a):
Desenho racional — mutacéo sitio dirigida (SDM) . (b): Evolugéo dirigida — epPCR e
DINA SNUTTIING. ..eeeeeeeeee e e e e e e e e e ettt e e e e e eeeeeanennnans 41
Capitulo 1

Figura 1 — Mdltiplo alinhamento de sequéncias de amino&cidos das construcdes de
pPICOxil, yPGKXxil e pET32xil contra os modelos do GenBank (AF127529.2) e do PDB
(ATUX) dO fUNGO T. AUIANTIACUS. ......uueitiiiiiiiietiee e e e e e e s e e e e e e e aeeas 66
Figura 2 — Cromatograma de XynA_Sc purificada por cromatografia de troca ar
realizada em sistema FPLC AKTApurifier (GE Helthcare)............c.ccccecvevvreeivenenean 69
Figura 3 — (A) Cromatogramas de XynA-Pp purificada por cromatografia de troca
anidnica realizada em sistema FPLC AKTApurifier (GE Helthcare) e gel SDS-PAGE
12% das frac0es EIUIdAS. ..........uvuieiiieei e 70
Figura 4 — Purificacao de XynA_Ec apoés etapa de afinidade (gel da esquerda) e gel
filtracdo (gel da direita). XEc: xil_Ec apos gel filtracdo e concentragdo em tubos
1YLV = ] o | PP PO TP P PP PP PPPPPPPP 71
Figura 5 — A andlise de SDS-PAGE 12% de XynA Ec, XynA Sc e XynA Pp
recombinantes purificadas. (A) Gel SDS-PAGE revelado por EZBlue e coloragédo com

prata. (B) Gel SDS-PAGE com xilana 1%. (C) Zimograma para

Figura 6 — Condi¢cbes de armazenamento das xilanases recombinantes apds 24 h de
oI 0] oF=Tox= To 1P 73
Figura 7 — Efeito do pH e da temperatura na atividade xilanolitica de XynA_Ec,
XYNA  SC 8 XY N A PPttt e e et e ettt e e enrne 74
Figura 8 — Estabilidade de pH e temperatura sobre XynA Ec, XynA Pp e

Figura 9 — Graficos de Michaelis-Menten das xilanases variando-se a concentracao



de xilana beechwood (0,5 — 20 mg.mL1) em ensaio de atividade xilanolitica realizado
a 65 °C pH 5-55 durante 5 min de reagdo para XynA_Sc, XynA Ec e

DS 7/ 47 N TS PP 80
Capitulo 2:

Figure 1 — pH stability profile. -e- xynAc; -m- Q158R; -V¥- H209N; and -A-
N DA 4 PP URPPPTTR 102

Figure 2 — Secondary structure of XynA and its mutants after purification. (Inset), SDS-

PAGE analysis of the endo-xylanase variants after the purification and concentration

Figure 3 — Model structure of XynA (WT) built by MODELLER based on the PDB ID
code 1TUX. Mutants Q158R, N257D and H209N are highlighted....................... 103
Figure 4 — Models of XynA (WT) and its mutants. A. Before the simulation. B. After the
simulation of 50 ns in water with NaCl (100 mM) at 338 K ..., 103
Supplementary Material

Figure S1 — Multiple alignment of TaXynl0 amino acid sequence (GenBank:
AF127529.1) and PDB structure model (1TUX) highlighting the eleven mutation sites
studied in the present Work. ... 107
Figure S2 — RMSF per aminoacid residue of XynA and its mutants in 100 mM NaCl
SOIULION, At B8 .. e 108
Figure S3 — Distribution of the surface charge potential in the substrate binding active
site region of XynAc (A) and its mutants Q158R (B), H209N (C) and N257D

Capitulo 3:

Figura 1 — RMSF por residuos dos modelos dos mutantes em solu¢cdo com NacCl (100
LAY I TG 111 RSP PPRPPRR 114
Figura 2 — DistribuicAo do potencial de carga superficial no sitio de ligacdo ao
substrato dos mutantes (A) Q158R/H209N (B) Q158R/N257D, (C) H209N/N257D (D)
QL58R/H209N/N257D...cciieiieiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e s s eaaeeeeeseees 115



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Principais objetivos descritos para cada uma das construgcdes em
23] L8 o o T OO PPPPPPRRRPPPR 19
Tabela 2 — Reacfes de bioconversdes e aplicacdes de hidrolases termoestaveis...20
Tabela 3 — Algumas cepas de E. coli mais frequentemente utilizadas para producéo
de proteinas heterdlogas e seus fatores chave..............cccociiiiiiiiii e 29
Capitulo 1:

Tabela 1 - Pares de oligonucleotideos usados na reacdo de amplificacao/
S=To [T g (o1 F=T 0 T=] o] (0 TP P PP O PPPPPPPPPP 57
Tabela 2 — Efeito dos ions metalicos, quelante, surfactantes e solvente na atividade
de XYNA EC, XYNA _SC € XYNA PPttt ittt s s e e e e e e e e e e e aeeeaanennees 77
Capitulo 2:

Table 1 — Oligonucleotide pairs used for plasmid construction and site-directed
T 7= o [T 0T 104
Table 2 — Total protein content, specific activities in the optimum temperature and ideal
pH and temperature for all the enzyme variants constructed in this work................ 105
Table 3 — Residual activities of XynA (WT) and the best mutant enzymes at 70 °C and
75 oC and some of their structural features Tm values were monitored by the MRE
SIgNAl @t 220 MM ... 105
Capitulo 3:

Tabela 1 — Fatores estruturais dos mutantes de XynAc_Ec. Numero de ligacdes
Salinas e hélices curtas ap6s 50 ns de simulacdo em agua com NaCl (100 mM), a 338
K, e contetido de estrutura secundaria relativo a cada mutante..............cccc oo, 113



LISTA DE ABREVIATURAS

Amp
AOX
AR
B-merc
CAP
CAZy
CD
CEN.PK2
DP
epPCR
FT
GAP
GAPDH
GHs
GS115
GST
HIS
HIS4
IPTG
kDa

Km

Kan
MBP
Lacl
LEU2
MSD
Muts
RMSF
RMSD
URA3
NA

Ori

Tm

Ampicilina

Alcool oxidase

Atividade residual

Beta mercaptoetanol

Proteina receptora

Carbohydrate active enZYmes
Circular dichroism

Cepa de expressédo de S. cerevisiae
Desvio padrao

Error-prone PCR

Flow-Through

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Hidrolases glicosidicas

Cepa de expresséao de P. pastoris
Gene da Glutathione S-transferases
Histidina

Gene marca auxotréfica Histidinol desidrogenase 4
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Quilodalton

Constante de Michaelis Menten
Kanamicina

Gene da Myelin Basic Protein
Lactose-inducible lac operon transcriptional repressor
Gene marca auxotroéfica Leucina 2
Mutacgéo sitio dirigida

Fendtipo denominado
Root-mean-square fluctuation
Root-mean-square deviation

Gene marca auxotroéfica Uracila 3

N&o aplicado

Origem de replicagao

Temperatura de melting



T7

PDB
pET32axil
PGKpp
PGKtt
pPICOxil

Vmax
yPGKXil

YAC

X

XOs

XTa
XynA_Tau
XynA_Ec
XynAc_Ec
xynAc_Ec
XynA_Ec
XynA_Pp
XynA_Pp
2u

Sequéncia terminadora

Protein data banck

Plasmideo do gene de xilanase de T. aurantiacus em vetor de E. coli
Regido promotora do vetor constitutivo de S. cerevisiae (YPGK1)
Regido terminadora do vetor constitutivo de S. cerevisiae (yPGK1)
Plasmideo do gene de xilanase de T. aurantiacus em vetor de P.
pastoris

Velocidade Maxima

Plasmideo do gene de xilanase de T. aurantiacus em vetor de S.
cerevisiae

Yeast Artificial Chromosomes

Sequéncia promotora em S. cerevisiae

Xilooligossacarideos

Xilanase de T. aurantiacus

Xilanase de T. aurantiacus

Xilanase expressa em E. coli

Xilanase corrigida expressa em E. coli

Gene da xilanase de T. aurantiacus corrigido

Gene da xilanase de T. aurantiacus em E. coli

Xilanase expressa em P. pastoris

Gene da xilanase de T. aurantiacus em P. pastoris

Plasmideo natural.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt e en et ee ettt aeee s 16
2. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e et e e e e e s et e e e e e asnsbbeeaaeeeannnbneeeeeeeanns 18
P B O oY= ARV Lo 1R CT=T = T USSR 18
2.2. ObjetiVOS ESPECITICOS . uuuiiiiiiiiiiiiiiie e 18
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oe oot 19
3.1. ENZIM@AS tEIrMOESTAVEIS ...ciiiiiii i ittt e e 19
3.1.1. Hidrolases GlicosidiCas terMOBSIAVEIS. .......cuuvviiiiiieeieii et 20
3.1.1.1. Endo-xilanases e mecanismo de hidrélise enzimatica................ccceeeeeeeeenne 21

3.2. Estrutura da endo-B-1,4-xilanases de T. aurantiacus (XynA_Ta) e fatores
relacionados a sua termoestabilidade..........c.ccceeeeiiiiiiiir e, 24

3.3. Sistema microbiano para a clonagem e expresséo heterdloga de enzimas

(0T 00 X< TSy = V7= P EEPPEPUPRRR 25
3.3.1. Bactéria como sistema de expressao heterdloga...........ccccurvvveeeeeniiiiiiieeeennns 26
3.3.2. Fungo como sistema de expressao heterdlogo........ccoevveeeeeeeeiiiiiiiiiieiieeiie 32
3.3.2.1. Saccharomyces cerevisiae como sistema de expresséo heterdloga............ 32
3.3.2.2. Pichia pastoris como sistema de expressao heterdlogo..............ccccceeeeeeene. 35
3.4. Melhoramento genétiCo de ENZIMAS.......c..uuiiiiiiiiiiiiiiee e 40
A, CONCLUSOES........o ittt es et 42
5. REFERENCIAS.......coe oottt ettt e sttt n e te et eaneateste e eaeeeene s 42
L@ o 1 A1 ] o 0 5 PUOUPORRR 52
1. INTRODUGAO. ... .ottt e e et ee et eaeeteee e 54
2. METODOLOGIA . .t e et e e e e et e e e e et e aeaaeeeeannaaenes 56

2.1. Obtencao e construcdes dos plasmideos recombinantes de xilanase do
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus (Xil_Tau) em vetor constitutivo de

Pichia pastoris, vetor epissomal de Saccharomyces cereviseae, yPGK, e de

Escherichia Coli, PET328. ... oo e e s 56
2.2. Sequenciamento das construgfes de Xinalases.........cccccceeeveiiiiieeeeeeeeeeceeeeee, 57
2.3. Expressdes das xilanases recombinantes.........ccccceeviviiiiiiiiiicc e, 58
2.3.1. Em cepa GS115 de P. PASIOFiS......ccciiiiiiiiiie it 58
2.3.2. Em cepa CEN.PK2 de S. CEIeViSIAR.........ccuuuiiii it ee e 58
2.3.3. Em cepa Rosetta-gami de E. COli..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 59
2.4. Pré-tratamento do extrato bruto, purificacdes e proteinatotal.................... 60

2.4.1. Xilanases recombinantes (XynA_Sc € XYNA_PpP)..cccoverriiiiiiiiiiiiiieieeee e 60



2.4.2. Xilanase recombinantes (XYNa_EC)......cccouuiiiiriiiiiiiiiiiiieiiiiiis e 61

2.5. Atividade XilanOltiCa........ceeeeiii i 62
2.6. SDS-PAGE e Zimograma de endo-Xilanase...........cccccvvvvvriiivniiiiiiiiie e, 62
2.7. Determinacéao de fatores bioquimicos das xilanases recombinantes......... 63
2.7.1. Condicdes de armazenamento das xilanases recombinantes......................... 63
2.7.2. Especificidade a0 SUDSIratO..........cooiiiiiiiiiiii e 63
2.7.3. pH e temperatura 6timos e de estabilidade................ccccoeviiriiiiicccccce . 63

2.7.4. Efeito de ions metalicos, ndo metalicos, quelantes, solventes organicos e

surfactantes na atividade das endo-Xilanases. ... 64
2.7.5. Para@metros cinéticos para as xilanases recombinantes............ccccccoeeveeeeeene 64
3. RESULTADOS E DISCUSSOES.......c.eoieieecteieeeee e ee ettt 65
3.1. Sequenciamento das construcfes de yPGKXxil, pPICOxil e pET32xil........... 65
3.2. Expressao das linhagens de xilanase recombinantes em P. pastoris, S.
CEreVISIAC € E. COli.ciiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e eeeeeaeennene 67
3.3. Purificacédo das xilanases recombinantes de estudo...........cccccccceeiieieeeeennn. 68
3.4. Zimograma para Xilanases recombinantes............ccccccviiiiiiiiii e 71
3.5. Determinacao de fatores bioquimicos das xilanases recombinantes......... 73
3.5.1. pH e temperatura 6timo e de estabilidade..............ccccooeviiiiiiiiiiii e 74
3.5.2. pH e temperatura de estabilidade..............cccuuiiiiiiiiiii 75
3.5.3. Efeito de ions, agente quelante, surfactante e detergente sob as xilanases
(=ToTo] 001 o [TV g (S PRSP 77
3.5.4. CINELICA ENZIMALICA. .....eeviiieieee e e et e e e e e e e e e e e eareaaaaeaeas 79
A, CONCLUSOES......ciiiiiiieteteieieee sttt ettt 81
5. REFERENCIAS.......coe oot eteeeee ettt ettt e et e teateste e eeeene s 81
(O o1 11 ] Lo 022U PRPOOUPRP 86
L INTRODUCTION. .. e e e e e anenns 88
2. MATERIAL AND METHODS. .. .o e e 89
2.1. Cloning of the gene XyNA T A. .. e 89
2.2.  Site-directed MUIAGENESIS. ... ..uii et 89
2.3. Heterologous expression, enzyme purification and quantification................ 90

2.4. Biochemical, biophysical and structural properties of XynA (WT) and
LU 7= £ 91
2.4.1. Effects of temperature and pH on xylanase activity and stability..................... 91

2.4.2. SPECIIOSCOPIC ANAIYSES. ... e 91



2.4.3. Molecular modeling and Molecular dynamics simulation of XynA and its

thermostable mutants iN SOIULION............ciiiiiiiii e 92
3. RESULTS AND DISCUSSION. ... ottt e 93
3.1. Expression and Purification of XynA and the mutants............................... 93
3.2. Biochemical properties of XynA and the mutants...................ocooeiiiiienns 93
3.3.  SPECIrOSCOPIC ANAIYSES. .. .cueie it e 94
3.4. Molecular modeling and Molecular dynamics simulation............................ 95
3.5. Influence of other structural features upon XynA thermostability.................. 96
4, CONCLUSIONS. ..ot e 96
5. ACKNOWLEDGEMENT S....ei i e e e e e aaeens 97
6. REFERENCES. ... ..ttt e 97
(O o 1 A1 ] Lo e SR 109
1. INTRODUGCAO. .......ciiiiiiiiiiieiii sttt ettt enenes 111
2. METODOLOGIA . ..o et e e e e e e et e e e et e e e e an e e eeanas 112
2.1. Modelagem molecular e dinamica molecular da XynAc e seus
NMUTBINTES ...ttt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeaa e e e e e eeeannan e ensnn e e e e e eernnanns 112
G T o S 1 0 1 R 1 I L 1 TSP 113
A, CONCLUSOES......ciiiiieteietetete ettt ettt 116

5. REFERENCIAS . ... ettt 116



16

1. INTRODUCAO

As endo-1,4-B-xilanases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise da cadeia
interna da xilana, o principal componente da hemicelulose, produzindo unidades
menores de xilobiose e xilooligossacarideos. A habilidade das endoxilnases hidrolisar
xilana, destacaram-nas como importante enzima para aplicacdes industriais no
tratamento da biomassa residual, branqueamento de papel e producdo de
xilooligossacarideos com importantes funcdes prebioticas. Portanto, dependendo da
aplicacdo final destas enzimas, necessita-se de xilanases capazes de tolerar
ambientes extremos, como elevada temperatura ou pH extremamente &acidos e
basicos. No entanto, nem sempre estas enzimas possuem naturalmente estas
caracteristicas.

O aumento na producdo de enzimas e o melhoramento de caracteristicas
bioquimicas podem ser obtidos por meio de estratégias moleculares, também
denominado de tecnologia de DNA recombinante e engenharia de proteina. Dentre
estas, destacam-se a producdo de proteinas recombinantes heterdlogas,
melhoramento genético por desenho racional ou mutagdo sitio dirigida (MSD); e
evolucéo de enzimas por reacao da cadeia de polimerase propenso a erros (epPCR)
e embaralhamento de DNA, o qual originou-se do inglés DNA shuffling. De acordo
com a caracteristica desejada os mutantes sdo selecionados e estudados para melhor
compreensao do seu potencial biolégico.

Neste sentido, este projeto de Doutorado objetivou inicialmente o
melhoramento genético do gene da endoxilanase do fungo T. aurantiacus (XynA_Ta)
por epPCR apenas. O gene de xilanase clonado em P. pastoris (xynA_Pp) foi doado
por grupo de pesquisa de Biotecnologia de Leveduras, no qual aluna de mestrado
(Fernanda Franco) desenvolveu projeto de clonagem e expressdo em cepa de P.
pastoris, anterior ao trabalho de estudo. Acreditava-se inicialmente que a clonagem e
expressdo de XynA_Tau em S. cerevisiae seria interessante devido ao fato de que o
vetor epissomal de Saccharomyces possui 0 plasmideo natural 2u, o qual confere
também uma origem de replicacdo em E. coli, diferindo-se do vetor de Pichia. Este
altimo plasmideo foi utilizado como molde para amplificagdo e clonagem em S.
cerevisiae (XynA_Sc), seguido de etapa de melhoramento por epPCR.

Problemas relativos a reduzida expressdo de XynA_Sc, aliado a presenca de

dois sitios de mutacdes na sequéncia de aminoacidos (N60D e A221V) da mesma,
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indicaram que realizar estudo de mutacao a partir de um gene naturalmente “mutado”
poderia conduzir a um estudo dificil de ser analisado devido a dificuldades de
comparacdes dos dados. Portanto, estas linhagens de xynA_Pp e xynA_Sc foram
posteriormente expressas durante este trabalho, sendo o protocolo de expresséo de
XynA_Sc estabelecido e o de XynA_Pp executado como determinado em trabalho
anterior. XynA_Pp nao havia sido purificada, o que motivou estudo de purificagao
desta linhagem juntamente com a linhagem deste trabalho, XynA_Sc. Tratavam-se de
construcdes que carregavam naturalmente estes sitios de mutacdes, mas com perfis
completamente diferentes de expressdo. Portanto, estudos de purificacdo e
caracterizacdo bioquimica das linhagens de XynA_ Sc e XynA Pp sdo apresentados
neste trabalho, uma vez que a caracterizacdo da enzima nativa era um dos objetivos
do projeto inicial.

Posteriormente, o gene da xilanase foi clonado em E. coli (XynA_Ec), com as
bases corrigidas por MSD, o qual originou a xilanase nativa corrigida (xynAc_Ec). Este
foi utilizado posteriormente para outras onze reacdes de MSD e dois rounds de
epPCR. Mutantes foram caracterizados frente a condi¢cdes bioquimicas distintas, dos
quais mutantes termoestaveis obtidos por MSD foram selecionados e tiveram dados
biofisicos e estruturais coletados por CD e modelagem molecular. Diante das
dificuldades encontradas no trabalho de expressdo em S. cerevisiae, dada a facilidade
de trabalho com E. coli, tempo reduzido para expresséo, elevado nivel de expressao
e de enzima pura, estes trés mutantes e a nativa foram utilizados para continuacdo do
trabalho de Doutorado, sendo estudos, in silico, de combinacéo destes trés materiais
genéticos representativos dos termoestaveis foram conduzidos para selecdo de
mutantes potenciais para estudos in situ.

Com relagédo aos mutantes em E. coli selecionados, objetivou-se caracterizar
as construcoes frente a fatores bioquimicos, biofisicos e estruturais, assim como
prover estudos in silico a partir da combinagdo dos mutantes pré-selecionados, com
intuito de facilitar etapas posteriores de combinacdo destes materiais genéticos,
contribuindo para economia tempo na bancada e gastos desnecessarios com
reagentes. Por outro lado com as constru¢des em levedura, objetivou-se comparar os
dados bioquimicos das duas linhagens XynA Pp e XynA_Sc contra a nativa em E.
coli, XynA_Ec, com a mesma mutacdo, e checar o efeito de modificacdo pos-

traducional das constru¢des em levedura, comparadas a de bactéria. Trata-se de um
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trabalho completo, inovador e de elevada contribuicdo para o setor de produgéo de

enzimas em territério nacional.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

A estratégia central que motivou a execucao deste trabalho de doutorado foi o
melhoramento genético da termoestabilidade da endo-xilanase do fungo T.

aurantiacus, XynA_Ta, por estratégia molecular.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos apresentados neste trabalho de tese de Doutorado
estdo apresentados na Tabela 1. Para efeito de melhor compreenséo das etapas
realizadas a tabela esta estruturada em duas colunas. A coluna da esquerda é
representativa dos resultados obtidos com o estudo da xilanase de T. aurantiacus
nativa (ainda com os sitios de mutacdes) clonada e expressa nos trés diferentes
organismos, S. cerevisiae, P. pastoris e E. coli, originando XynA_Sc, XynA Pp e
XynA_Ec, respectivamente. A segunda coluna é representativa dos resultados obtidos
a partir da correcéo das mutacdes nao silenciosas da xilanase nativa de T. aurantiacus
clonada e expressa apenas em E. coli (XynAc_Ec e mutantes). Estes dados foram
obtidos durante execucdo de trabalho de doutoramento, com bolsa no pais, e no
exterior, com a BEPE.
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Tabela 1 — Principais objetivos descritos para cada uma das constru¢coes em estudo.

XynA_Sc/XynA_Pp/XynA_Ec (nativas) XynAc_Ec e mutantes

+ Clonagem e expressdo - 3 » Clonagem

construcdes com sitios de mutacao
 Purificagao das linhagens produzidas Correcdo da nativa e construcao de
mutantes por MSD

» Caracterizacdo bioquimica (pH, * Expressdo e Purificacdo das
T°C, sais e cinética) linhagens produzidas

+ Sele¢ado do sistema de expresséo » Caracterizagao bioquimica de
ideal para XynA_Ta) XynA_Ecc e 11 mutantes (pH, T °C)

» Selecao de mutantes termoestaveis
+ Dados biofisicos e estruturais
da nativa corrigida e dos
mutantes selecionados
» Estudos in silico da combinacao
dos mutantes selecionados para
segundo round de mutacao

XynA_Sc: xilanase nativa expressa em S. cerevisiae.
XynA_Pp: xilanase nativa expressa em P. pastoris.
XynA_Ec: xilanase nativa expressa em E. coli.
XynA_Ecc: xilanase nativa corrigida expressa em E. coli.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Enzimas termoestaveis

Enzimas termoestaveis tem sido o foco de interesses biotecnoldgicos, pois
apresentam maior tolerancia a ambientes estressantes e maior resisténcia a
condicbes de armazenamento. Dentre as vantagens da utilizacdo de enzimas termo
resistentes destacam-se: hidrolise enzimatica a elevadas temperaturas, reduzindo o
risco de contaminacao, aumento da biodisponibilidade, solubilidade dos componentes
organicos, o coeficiente de difusdo dos substratos e conduzindo para maior taxa de
conversao de reagentes a produtos (KUMAR; NUSSINOV, 2001).

A producgdo de enzimas termoestaveis tem crescido através dos avancos na
linha de pesquisa em biologia molecular. O isolamento de um grande numero de
microrganismos termofilicos dos dominios Archaea, Bactéria e Eucaria, a partir de
diferentes nichos ecolégicos, e suas enzimas com aplicacbes biotecnoldgicas
importantes, tem sido relatado na literatura (BHALLA et al., 2014; HUNG et al., 2011;
QIAO et al., 2014).
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3.1.1. Hidrolases Glicosidicas termoestaveis

O mercado de enzimas apresentou um aumento no volume de negdcios,
movimentando cerca de U$ 4411,6 milhdes em 2013, e é esperado um aumento para
U$ 7652,00 milhdes até 2020. Dentre as enzimas de maior interesse, do ponto de
vista industrial e aplicado, destacam-se as hidrolases glicosidicas (GHs), dos quais
20% das enzimas do mercado mundial sdo GHs, ou seja, catalisam a liberacédo de
monossacarideos a partir de polimeros mais complexos, como a celulose,
hemicelulose, pectina e xilana (BAJPAI, 2014). A tabela 2 apresenta algumas das GHs
mais popularmente empregadas em bioprocessos.

Tabela 2 — Reacdes de bioconversdes e aplicacbes de hidrolases termoestaveis.

Faixa de ~
. Reacdes de . ~
Enzimas Temperatura , ~ Aplicacbes
C) Bioconversdes
a-Amilase 50-60 amido — xarope de Producdo de maltose e
dextrose hidrélise do amido
Pululanase 50-60 amido — xarope de Producdo de xarope de
dextrose glicose
Celulase 45-95 Celulose — glicose Hidrolise da celulose,
degradacdo de polimero em
detergentes e sacarificacao
da biomassa
Xilanase 45-105 Polpa Kraft — xilana + Indastria de polpa/papel e
lignina sacarificacdo da biomassa
Lipase 30-70 Remocdo de gordura, Industrias de laticinios, Oleo,
hidrélise, detergentes, polpa,
interesterificacao, farmacéutica, cosméticos e
alcodlise, amilose couro
DNA 90-95 Amplificacdo de DNA Engenharia genética/PCR
polimerase
Protease 65—-85 proteina — Aminoacidos e Industrias de padaria,
peptideos fermentacdo, detergentes e
couro

De acordo com a IUBMB (International Union for Biochemistry and Molecular
Biology), a nomenclatura das GHs baseia-se na especificidade ao substrato e,
ocasionalmente, no seu mecanismo molecular. No entanto, tal classificacdo nao
reflete as caracteristicas estruturais das enzimas. Uma classificagcdo mais antiga das
GHs foi proposta em grupos de familias (GH-1 a GH-135), de acordo com CAZy

(Carbohydate-Active enZYmes; http://lwww.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html), com

base nas semelhancas de sequéncias de amino&cidos e tipo de enovelamentos
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(CANTAREL et al., 2009; DAMASIO et al., 2014). Devido ao fato de que os
enovelamentos de proteinas podem ser mais conservados do que as suas
sequéncias, novo sistema de organizacdo destas enzimas foi proposto, sendo
membros de diferentes familias agrupadas em "clas", os quais estdo divididos de

acordo com familias relacionadas (GH-A a GH-N) (www.cazy.org), com a maioria

destes clds compostos por membros de 2 ou 3 familias, exceto o cla GH-A com mais
de 19 familias (CAZy; (FUSHINOBU; ALVES; COUTINHO, 2013; HENRISSAT;
BAIROCH, 1996).

Com relacdo ao mecanismo de catalise, todas as GHs, exceto membros da
Familia 4, séo separadas em duas classes distintas, por um mecanismo de hidrélise
acida, em que dois residuos de aminoacidos estdo envolvidos no sitio ativo das
enzimas, no qual um atua como acido e outro como base. A primeira refere-se as
enzimas que catalisam as reacdes de hidrolise de ligagbes glicosidicas por um Unico
mecanismo de deslocamento, com inversdo da configuracdo do centro anomérico,
liberando uma molécula de agua. A segunda classe atua via um duplo mecanismo de
deslocamento, com retencéo da configuracédo estereoquimica do carbono anomeérico
(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005), envolvendo a formacao de um intermediario
(Enzima-Carboidrato).

3.1.1.1. Endo-xilanases e mecanismo de hidrélise enziméatica

A fracdo hemicelulolitica consiste de heteropolissacarideos altamente
ramificados e de elevada complexidade estrutural. Os residuos encontrados na
hemicelulose incluem pentoses (xilose, arabinose), hexoses (galactose, galactose,
manose, arabinose, fucose) e acidos urénicos (acidos glicurénicos e galacturénico)
(Figura 1). A classificagdo da fracdo hemicelulolitica depende do tipo de unidade
monomeérica que constitui o polimero e é denominada de xilana, manana, galactana
ou arabinana (DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012), sendo xilana o seu principal
constituinte.

As endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas que possuem um papel
fundamental na hidrolise da xilana. Compreendem o maior grupo de enzimas
hidroliticas envolvidas na degradacdo deste polimero. A xilana é composta por uma
cadeia principal de residuos D-xilopironosil conectados por ligagdes 3-1,4, com sitios

de ramificacdes na estrutura, como residuos de acetato, D-glucuronato, 4-O-metil-D-
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glucuronato e residuos de L-arabinofuranose. Portanto, a completa degradacao deste
heteropolissacarideo de estrutura altamente complexa (Figura 1) requer a acdo de
complexo enzimatico, como as endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8), B-1,4-xilosidase
(EC 3.2.1.37), a-glucuronidase (EC 3.2.1.139), a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
e acetil ou xilana esterase (EC 3.1.1.72) (CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006;
COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Dentre estas enzimas, as endo-B-1,4-xilanases sdo as enzimas chave que
atuam na hidrélise da cadeia de xilana, agindo internamente no esqueleto carbénico
de forma aleat6ria, produzindo unidades menores de xilobiose, duas unidades de
xilose, e xilooligossacarideos, com comprimento da cadeia variado, de dois a dez
unidades monoméricas de xilose (POLIZELI et al.,, 2005). Endo-xilanases sao
produzidas por uma infinidade de organismos, incluindo bactérias e fungos (AHMED;
RIAZ; JAMIL, 2009; KNOB; TERRASAN; CARMONA, 2009), dos quais os fungos
destacam-se como os melhores produtores do complexo xilanolitico (BEG et al.,
2001). A Figura 1 ilustra os sitios de acao das enzimas do complexo xilanolitico para
conversédo da xilana a unidades menores.

Figura 1 — Estrutura quimica geral da xilana e a¢ao das enzimas do complexo hemicelulolitico.
Xylan molecule
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Neste sentido, de acordo com COLLINS; GERDAY; FELLER, (2005) é possivel
verificar que as endo-B-1,4-xilanases pertencem a classificacdo das hidrolsases
glicosidicas (GH) das familias 5, 7, 8, 10, 11, 16, 26, 43, 52 e 62. No entanto, 0s

autores relatam que com olhar mais atento aos dados disponiveis na literatura, apenas
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os membros das familias 5, 7, 8, 10, 11 e 43 contém dominios cataliticos distintos com
atividade xilanolitica verdadeiramente comprovada. Enquanto, os membros das
familias 16, 52 e 62 foram denominadas de enzimas bifuncionais, 0os quais contém
duplo dominio catalitico: dominio da familia GH10 ou 11 e um segundo dominio
glicosideo (FLINT et al., 1993); ao passo que os membros de GH26 séo classificados
como endo-B-1,3-xilanases (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; www.cazy.org).

Dentre estas familias, endo-B-1,4-xilanases das familias 10 (primeiramente

denominada de familia F, a qual atualmente pertence ao cla GH-A) e 11
(primeiramente denominada de familia G, a qual atualmente pertence ao cla GH-C)
tem sido extensivamente descritas na literatura. Representantes da familia F/10 das
endo-xilanases sdo enzimas de elevada massa molecular, estruturalmente compostos
de um dominio de ligacéo a celulose e um dominio catalitico conectado a um ligante
péptico. As xilanases pertencentes a esta familia tem um enovelamento do tipo barril
TIM (a/B)s (BIELY et al., 1997). Por outro lado, representantes da familia G/11
apresentam reduzida massa molecular, quando comparadas aos membros F/10.
Estas enzimas possuem um enovelamento do tipo B-jelly roll. Portanto, devido a sua
reduzida dimensao, considera-se que estes representantes possam atravessar 0S
poros da rede hemicelulolitica, contribuindo para eficiéncia na hidrolise enziméatica.
Neste sentido, sabe-se a familia 10 ou F incluem xilanases com elevada
termoestabilidade (DOMINGUEZ et al., 1995).

As Endo e exo-xilanases tém sido amplamente aplicadas em processos
biotecnolégicos, tais como biobranqueamento de pasta de papel, producdo de racéo
animal, clareamento de sucos de frutas, panificagcdo (KULKARNI; SHENDYE; RAO,
1999), na producdo de embalagens de filmes compostos de xilana (HANSEN;
PLACKETT, 2008), na producdo de agentes tensioativos biodegradaveis (DAMEZ et
al., 2007), e mais recentemente na producdo de xiloologossacarideos (XOs) com
funcdes prebidticas (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; RUSTIGUEL et al., 2010).
TENG et al. (2011) obteve elevado rendimento de XOs usando espiga de milho pré-
tratada por explosédo a vapor, seguida de hidrélise empregando xilanase termoestavel
de Paecilomyces thermophila J18, a 70 °C.

Atualmente, grandes esfor¢cos tecnologicos tem sido concentrados na
sacarificacdo da biomassa lignocelulésica para producdo do etanol de segunda
geracdo. Acredita-se que esta linha de producdo aumentard 100% durante os

proximos dez anos. Neste sentido, as xilanases podem atuar na total utilizacdo da
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biomassa lignocelulésica, incluindo acucar de pentoses, derivadas de hidrélise da
hemicelulose e associada com a transformacéao de glicose a etanol. Esta linha de
atuacao tem sido proposta pelas biorrefinarias (KIM; KIM, 2014), em processos
integrados de sacarificacdo simultanea a fermentacao, por exemplo.

Diversos estudos tem sido relatados para producao de xilanases termoestaveis
a partir de organismos termofilicos e hipertermofilicos, procariotos e eucariotos, dos
quais suas atividades xilanoliticas apresentam uma faixa de atuacao de 60 a 100 °C
(BHALLA et al., 2014; PALACKAL et al., 2004; QIAO et al., 2014; RATTO et al., 1994;
RUTTERSMITH; DANIEL; SIMPSON, 1992). Xilanases produzidas por organismos
hipertermofilos, como Thermotoga sp., Dictyoglomus sp., T. maritima, T. neapolitana,
T. themarum, Thermoanaerobacterium saccharolyticum, apresentam temperatura
otima de atividade em torno de 90 °C (CANNIO et al., 2004; LEUSCHNER;
ANTRANIKIAN, 1995; SAUL et al., 1994; WINTERHALTER; LIEBL, 1995), enquanto
xilanases de P. furiosus e de S. solfataricus, atuam a 100 °C e 105 °C,
respectivamente  (HAKI, 2003). Fungos termofilicos, como Thermomyces
thermophiles, T. lanuginosus, Thermoascus aurantiacus, Rhizomucor miehei,
Thermomucor indaticae-seudadicae, produzem xilanases termostaveis com étimo de
acdo de 50 até 80 °C (DAMASO et al.,, 2003; MAALEJ et al., 2009; ZHANG;
WOODAMS; HANG, 2011).

3.2. Estrutura da endo-B-1,4-xilanases de T. aurantiacus (XynA _Ta) e fatores

relacionados a sua termoestabilidade

Esta enzima possui aproximadamente 33 kDa de massa molecular, com um
enovelamento tipico na forma de barril TIM (B/a)s, a qual consiste de oito folhas-f3
arranjadas em um cilindro central rodeado por oito hélices-a (NATESH et al., 1999).
Além destas, outras seis curtas hélices-a também estdo presentes e dispersas ao
longo da cadeia polipeptidica (LASKOWSKI et al., 1993; NATESH et al., 1999). No
core catalitico de XynA_Ta h& dois residuos de glutamato, E131 (acido/base) e E237
(nucledfilo) enterrado na estrutura, mais especificamente na regidao C terminal, nas
folhas 3-4 e B-7 (DEREWENDA et al., 1994). Estes dois residuos de glutamato s&o
conservados nas familias de xilanases e estdo envolvidos na catalise em outras
xilanases da familia GH-10 (NATESH et al., 1999) (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo estrutural da endo-xilanase de T. aurantiacus, com enovelamento
do tipo barril TIM (a/B)8 por viséo lateral ao longo do barril.

(NATESH et al., 1999).

A figura acima ilustra as visdes da estrutura da endo-xilanase aqui investigada.
A termoestabilidade da enzima esta relacionada a mais de dez interacdes salinas, das
quais R124-E232 é Unica para estruturas de GH-10, e uma Unica interacao dissulfeto
entre os residuos C255 e C261 na estrutura de XynA_Ta. Outro fator que contribui
fortemente para a termoestabilidade é o residuo de P223 na quarta posicao da hélice,
gue juntamente aos residuos D219 e D250 contribui para uma embalagem mais
eficiente da proteina e maior estabilidade, sendo a presenca deste residuo de P223,
apos a quarta posicdo na hélice de XynA Ta, observado pela primeira vez nos
membros de xilanases da familia GH-10 (NATESH et al., 1999).

3.3. Sistema microbiano para a clonagem e expressédo heter6loga de enzimas

termoestaveis

Enzimas nem sempre sé&o produzidas naturalmente em elevada concentracéo
pelos seus organismos e esfor¢cos no setor de producéo de enzimas recombinantes
tem motivado o investimento de energia e suporte financeiro para desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas (FENEL et al., 2004, TURUNEN et al., 2002). Assim,
genes de microrganismos que codificam para a producao de determinadas enzimas
tem sido isolados e estudados frente as técnicas de biologia molecular. Dentre as

alternativas para o aumento da producédo de enzimas, sobretudo as termoestaveis,
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com foco neste trabalho, destacam-se a tecnologia de DNA recombinante e
modificacdo genética de proteinas (STEPHENS et al., 2014) Tais alteracdes
possibilitam a facilidade com manuseio de microrganismos néo patogénicos, aumento
na produtividade enzimatica, reducdo da inibicdo por glicose durante a expressao, e
incrementos nas taxas de O-glicosilagbes (LYND et al., 2002; DE CASTRO;
PEREIRA, 2010), de termoestabilidade, tolerancia a mudancas de pH, por exemplo.

Além disso, a engenharia genética de microrganismos tem sido usada com a
finalidade de criar novos sistemas para producdo de enzimas objetivando um aumento
ou na eficiéncia na expressao e ou atividade. Um grande nimero de artigos tem sido
publicados na codificacdo de genes de xilanases de organismos procariontes e
eucariontes, as quais sao expressas em diferentes sistemas, como E. coli, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus nidulans. Sistemas de expressao
para producdo de proteinas heterdlogas sdo atraentes devido sua simplicidade e
facilidade de manuseio. Isto € devido a répida habilidade de crescimento em
substratos baratos com elevada densidade éptica, a genética de organismos bem
caracterizados e a disponibilidade de um namero de vetores de clonagem cada vez
maior e estirpes hospedeiras mutantes (BEN MABROUK et al., 2013).

De modo geral, a selecdo do melhor hospedeiro e sistema promotor para
obtencado de proteinas heterélogas € um trabalho dificultado por fatores relacionados
a genética dos microrganismos e da propria enzima (TERPE, 2006). Nesta secao sera
comparado trés dos principais sistemas mundialmente mais utilizados em unidades
de pesquisas e laboratérios industriais para producdo de enzimas (Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris) (CAIN; SOLIS; CORDWELL, 2014),

descatando suas principais vantagens e desvantagens.

3.3.1. Bactéria como sistema de expressao heteréloga

Existe uma ampla variedade de opc¢des de organismos bacterianos mais
utilizados para producéo de proteinas heterélogas, dentre estes é possivel destacar
diferentes cepas de E. coli; cepas de Bacillus: B. megaterium, B. subtillis, B. brevis
(UDAKA; YAMAGATA, 1993) e Caulobacter crescentus (AWRAM; SMIT, 1998).
Outros tantos sistemas menos usuais, como Streptomyces (BRAWNER, 1994),
bactérias metilotréficas, Methylobacterium extorquens (GUTIERREZ et al., 2005);

cianobactérias, cyanobacterium Anabaena sp (DESPLANCQ et al., 2005) também tem
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sido utilizadas. Pseudomonas fluorescens (SCHNEIDER et al., 2005) e Ralstonia
eutropha (BARNARD et al.,, 2004) tem sido relatadas para producdo de proteinas
heter6logas, com elevado rendimento. No entanto, ainda sdo raramente utilizados,
pois possuem poucos estudos relatados na literatura (TERPE, 2006). Recentemente,
Rhodobacter (KATZKE et al., 2010) e bactéria acido latica (CAIN; SOLIS;
CORDWELL, 2014) foram avaliadas para obtencao de proteinas heterdlogas.

Portanto, de um modo geral, todas bactérias podem ser usadas para producao
de proteinas heterélogas. No entanto, informacdes desconhecidas como seu sistema
de regulacdo e seu mecanismo, bem como o fato de ndo possuir um vetor comercial
e um sistema promotor compativel sdo as razdes pelas quais estes sistemas ndo sao
frequentemente utilizados (TERPE, 2006).

A bactéria gram-negativa E. coli foi o primeiro sistema microbiano para
producdo de enzimas recombinantes (LEE, 1996) e ainda é o organismo mais
comumente utilizado para producdo das mesmas. Isto € devido as suas técnicas de
manipulacdo genética bem estabelecidas, rapida acumulacdo de biomassa e baixo
custo de manipulacédo. Este € um organismo bastante conhecido nos laboratoérios e
diversos vetores de clonagem e linhagens mutantes foram desenvolvidos. Portanto,
trata-se do sistema mais comumente utilizado para producdo de proteinas industriais
e farmacéuticas e possui sistemas de producdo em larga escala conhecidos
(PETSCH, 2000).

No entanto, este sistema apresenta também algumas desvantagens. Proteinas
recombinantes produzidas em E. coli podem acumular lipopolissacarideos (LPS)
também conhecidos como endotoxinas, que sdo pirogénicas em seres humanos e
outros mamiferos, inviabilizando aplicacdo para fins terapéuticos. Desta forma, para
sua aplicacdo € necessario uma etapa de purificacdo tornando-as livres desta toxina
(PETSCH, 2000).

No que diz respeito ao mecanismo de sintese proteica, existem algumas
desvantagens, que tornam a producdo de proteinas heterdlogas mais ou menos
facilitadas. Proteinas recombinantes sdo facilmente transformadas em agregados
insollveis indesejaveis acumulando-se no citoplasma (GEORGIOU; SEGATORI,
2005). Alguns polipeptideos pequenos, em torno de 10 kDa, podem ainda ser
degradados dentro do citoplasma por proteases endégenas (HAMMARSTROM et al.,
2002). Além disso, a correta formacdo de ligacBes dissulfeto, a auséncia de

chaperoninas moleculares especificas para o correto enovelamento proteico e
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reduzida solubilidade podem ocorrer (PEROUTKA Il et al.,, 2011; SAHDEV,
KHATTAR; SAINI, 2008).

Neste sentido, com intuito de solucionar estes problemas, muitos métodos tém
sido desenvolvidos, tais como traducéo lenta mediante reducdo de temperatura de
expressdo (HAMMARSTROM et al., 2002), diminuicdo da concentracdo de RNAm
pela reducdo na concentracdo de indutor (HUANG; PERETTI; BRYERS, 1994),
otimizacao do promotor, manipulacéo das condicfes de inducéo (QING et al., 2004),
co-expressdo de proteinas-alvo com chaperoninas moleculares especificas (DE
MARCO; DE MARCO, 2004) e expressdo com proteinas fusionadas (AHN et al.,
2007).

Parceiros de fusdo comerciais, denominados de tags, incluindo HIS (histidina)
MBP (Proteina de ligacdo a maltose) e GST (Glutationa-S-transferase) tem mostrado
bom desempenho na expressao para aumento de solubilidade, no entanto ndo podem
ser usados para producdo de proteinas de elevado valor comercial (SONG et al.,
2011). A reducado na degradacao de proteinas eucaridticas heterélogas expressas
pode ser obtida utilizando-se cepas BL21 e K12, bem como suas derivadas que sejam
deficientes em ompT e lon proteases (PHILLIPS; VANBOGELEN; NEIDHARDT,
1984). As principais cepas frequentemente utilizadas e os fatores para producao de
proteina heteréloga estdo resumidamente descritas na Tabela 3.



29

Tabela 3 — Algumas cepas de E. coli mais frequentemente utilizadas para producdo de
proteinas heterélogas e seus fatores chave. Adaptado de (TERPE, 2006).

Cepade E. coli Derivagéo Fatores chaves
AD494 K-12 trxB mutante, facilita a formacédo de ligacGes
dissulfetos citoplasmaéticas.
BL21 B834 Deficiente em lon and ompT proteases.

BL21 trxB BL21 trxB mutante; a formacao de ligacdes dissulfetos
citoplasmaticas; deficiente em lon e ompT
proteases.

BL21 Codon BL21 Aumenta a expressao de proteinas eucaridticas que

Plus-RP contém codons raramente usados em E. coli: AGG,
AGA, CCC,; deficiente em lon e ompT proteases.

BL21 Codon BL21 Aumenta a expresséao de proteinas eucaribticas que

Plus-RIL contém codons raramente usados em E. coli: AGG,

AGA, CCC,; deficiente em lon e ompT proteases.

BLR BL21 recA mutante; estabiliza repeticbes em tandem;
deficiente em lon e ompT proteases.

B834 B strain  Met auxotrofia; 3°S-met rotulagem.

C41 BL21 Mutante desenhado para expressédo de proteinas de
membranas.

C43 BL21 Duplo mutante desenhado para expressao de
proteinas de membranas.

Origami K-12 trxB/gor mutante; facilita muito a formacdo da

ligacdo dissulfeto citoplasmatica.

Origami B K-12 trxB/gor mutante; facilita muito a formacdo da

ligacado dissulfeto citoplasmatica; deficiente em lon e
ompT proteases.
Rosetta BL21 Aumenta a expressao de proteinas eucariéticas que

contém codons raramente usados em E. coli: AUA,
AGG, AGA, CGG, CUA, CCC, e GGA, deficiente em
lon e ompT proteases.

Rosetta-gami BL21 Aumenta a expressao de proteinas eucariéticas que
contém codons raramente usados em E. coli: AUA,
AGG, AGA, CGG, CUA, CCC e GGA; deficiente em
lon e ompT proteases; trxB/gor mutante; facilita
muito a formacdo da ligacdo dissulfeto
citoplasmatica.

Outro fator a ser considerado € que para cada tipo de cepa selecionada existe
um vetor de expressédo para o processo de insercdo do gene no vetor e sua
subsequente propagacdo em cepa de E. coli. O sistema de expresséo pET28a (5,4
Kb), por exemplo, representa um dos vectores de expressao comerciais mais comuns
do sistema de E. coli pET (NOVAGEN, 2003). Desta forma, a Figura 3 representa um
dos mais usuais vetores de expressao comerciais de E. coli do sistema pET (pET-

28a), o qual permite o controle da expressao e sistema de fusdo com vantagens no
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processo de purificacdo e preservacdo da proteina heter6loga como relatado
anteriormente.

Figura 3 — Mapa do vetor de expresséo pET-28a. T7 promotor: bases 615-631, Iniciacdo de
transcricdo T7: 614, Sequéncia de codificagdo T7<Tag: 519-551, Extremidade terminal T7:
404-450, Origem pBR322: 2814, Sequéncia de codificacdo bla: 3575-4432.
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Fonte: NOVAGEN, 2003.

O vetor acima é representado por diferentes regides, dentre elas é possivel
destacar as mais importantes para a expressao de proteinas heterélogas. Destas,
destacam-se o promotor, um componente critico do vetor de expressao, que controla
0 primeiro estagio de expressao génica, a ligacdo da RNA polimerase ao DNA,
determinando a frequéncia na qual o RNAm é sintetizado, sendo 0 mesmo regulado
ou induzido. Muitos sistemas promotores de E. coli séo descritos na literatura, sendo
apenas alguns deles bem caracterizados. Um bom promotor deve ser forte, ter um
baixo nivel de expressao basal, ser facilmente transferido para outra cepa de E. coli,
a inducgéo deve ser simples, ter 6tima relacdo custo-beneficio e ser independente dos
reagentes usados no meio de cultura (TERPE, 2006).

O vetor pET-28a, acima, possui o promotor lacl, no qual € induzido pela adigéo
de um analogo de lactose, o isopropil-B-D-1-tiolgalactopiranosideo (IPTG),
caracterizado como 0 mais popular mecanismo de regulacdo conhecido para E. coli

(QUICK; WRIGHT, 2002). Este promotor é regulado por represséao catabolica e estado
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metabdlico, que é representado pelo nivel de AMP ciclico (TERPE, 2006). Para
resolver este problema, o sistema T7 DNA polimerase foi desenvolvido, no qual uma
variedade de proteinas homologas e heterélogas foram expressas em elevado nivel
em cepas de BL21 (DE3), na qual possui o0 gene T7 polimerase localizado
cromossomicamente e encontra-se sob o controle de um promotor derivado do
promotor lac com sitios de mutacbes (JAMES; STRATFORD, 2011). A primeira
mutacdo € responsavel pelo aumento da forca do promotor e diminuicdo da
dependéncia do AMP ciclico, a outra € responsavel por uma proteina receptora
chamada de CAP, e por fim, a Ultima € responséavel por um promotor forte que € menos
sensivel a glicose (GROSSMAN et al. 1998). Este conjunto de modificacdes permite
uma forte inducdo da T7 RNA polimerase com IPTG, mesmo na presenca de glicose
(PAN; MALCOLM, 2000). Ainda com relacdo aos componentes do vetor é possivel
destacar uma origem de replicacdo (ori), um sitio de marca de selecéo de resisténcia
ao antibiético Kanamicina (Kan) e uma regido de clonagem com sitios de restricdo a
nucleases.

O vetor pET-28a permite a expressao da proteina recombinante fusionada a
residuos de histidina na extremidade amino (N-terminal) ou carboxi-terminal (C-
terminal), o que facilita a purificacdo por técnicas de cromatografia de afinidade, com
resinas de sepharose combinadas com niquel. Além disso, a expressao do gene esta
sob o controle do promotor do fago T7, que promove a expressao génica pela inducéo
com IPTG em algumas linhagens de E. coli. Os vetores do sistema de plasmideos
para expressao com T7 RNA polimerase (pET) utilizam um promotor do fago T7 que
é reconhecido pela RNA polimerase do fago (T7 RNA polimerase), mas ndo pela RNA
polimerase de E. coli. Assim, a transcricdo do DNA clonado, necessaria para a sintese
da proteina, s6 ocorre ap0s a expressdao da T7 RNA polimerase na bactéria
hospedeira (WILLIAM STUDIER et al., 1990).

Grande quantidade de proteinas ndo sao expressas em linhagens de E. coli.
Por esses motivos hospedeiros bacterianos como Bacillus brevis, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, ou Caulobacter crescentus podem ser usadas como
alternativa interessante para expressao destas proteinas (TERPE, 2006), assim como
organismos eucariontes como leveduras, por exemplo.

Embora a bactéria Escherichia coli represente uns dos mais poderosos
sistemas de expressdo heterdloga, varias proteinas eucaridticas de interesse

comercial ndo puderam ser expressas eficientemente nesse microrganismo. Entre as
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razdes para esses insucessos poderiam ser citados: conformacao incorreta, auséncia
de modifica¢des pos-traducionais e baixos niveis de expressao (TORRES; MORAES,
2000). Assim outros sistemas de expresséao foram desenvolvidos, como o sistema de

expressao em Leveduras descrito nas secdes abaixo.

3.3.2. Fungo como sistema de expresséao heterdlogo

Leveduras sao micorganismos eucarioticos unicelulares, a producdo de
proteinas heterdlogas nestes sistemas € um processo mais complexo do que em E.
coli. As leveduras sdo microrganismos que tém sido utilizados pelo homem ha
milhares de anos e cuja manipulacdo causou um grande impacto na producdo de
alimentos e, consequentemente, vem influenciando o préprio processo de
desenvolvimento sdcio-econdmico da humanidade. O pé&o, a cerveja e 0 vinho
representam o0s produtos mais expressivos do processo de manipulacdo desses
microrganismos ao longo do tempo (TORRES; MORAES, 2000).

A expressao heterdloga em leveduras € bem caracterizada e ha varias técnicas
de manipulacao génicas disponiveis, além de possuir a melhor relacao custo-beneficio
em eucariotos. E um sistema ideal para producdo em larga escala de proteinas. Nas
Ultimas décadas, genes que codificam enzimas celuloliticas (LYND et al., 2002) e
xilanoliticas (PARACHIN et al., 2009) bacterianas e fangicas tem sido clonados e
expressos em sistemas heterélogos de leveduras. Neste sentido, S. cerevisiae e P.
pastoris sdo amplamente utilizadas como sistema de expresséao heteréloga (BROWN,;
AUFAUVRE-BROWN; HOLDEN, 1998; TORRES; MORAES, 2000), sendo estes dois

sistemas devidamente estudados nas sec¢des posteriores.

3.3.2.1. Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressao heteréloga

Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo eucariotico muito bem
estudado e conhecido pelo homem. Ha& muitos anos tem sido usado para fabricagéo
de pées e bebidas alcoodlicas (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000).

Informacdes sobre sua genética, biologia molecular e fisiologia tem contribuido
para o entendimento da célula eucaridtica, bem como da biologia humana. Esta
levedura € um dos sistemas eucariéticos mais bem conhecidos, sua genética é bem

dominada, com aproximadamente 3000 genes caracterizados, e seu genoma
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totalmente sequenciado, fato este que representou uma das maiores conquistas da
Biologia no século XX (TORRES; MORAES, 2000). Por tratar-se de um organismo
nao patogénico e ser utilizado em processos de fabricacdo de produtos de consumo
humano, h& alguns anos foi classificada como organismo seguro (GRAS - Generally
Regarded as Safe), o que é de suma importancia no que se refere a producao de
biofarmacos por engenharia genética. Desta forma, tem sido cultivada em escala
industrial no setor da industria farmacéutica (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN,
2000; TORRES; MORAES, 2000).

ApoOs o advento da tecnologia do DNA recombinante, a levedura S. cerevisiae
pdde ser empregada em estudos de genética molecular a partir do final dos anos 70,
guando esta foi geneticamente transformada pela primeira vez. Desde entéo, varios
tipos de vetores moleculares foram desenvolvidos, inclusive cromossomos artificiais,
mais conhecidos como YAC (Yeast Artificial Chromosomes) (TORRES; MORAES,
2000).

Durante as ultimas décadas, estudos de engenharia genética tem permitido
criar linhagens de microrganismos capazes de produzir proteinas de interesse, em
grandes quantidades e de boa qualidade. Com advento da tecnologia do DNA
recombinante, S. cerevisiae € um dos organismos que tem sido manipulado
geneticamente, com facilidade. Devido a essas vantagens e a possibilidade de se
modificar as vias metabdlicas, a fim de aumentar o rendimento de producao, muitas
proteinas heterdlogas sao produzidas nesse microrganismo, como por exemplo, a
primeira vacina recombinante comercializada, a vacina da hepatite B (GELLISSEN,;
HOLLENBERG, 1997).

Saccharomyces cerevisiae € um hospedeiro atrativo para a expressdo de
proteinas heterdlogas, pois apresenta a combinacdo de diversas caracteristicas
importantes, tais como sua facil manipulacéo, habilidade de crescimento em diferentes
fontes de carbono, auséncia de patogenicidade e de producdo de substancias
alergénicas (SCHAFER; WOLF, 2005). Estes sistemas de expressdo apresentam
vantagens como processamento pos-transcricional e pés-traducional, além de
apresentar facilidade de manipulacdo genética e alta produtividade (ROMANOS;
SCORER; CLARE, 1992). Além disso, as leveduras também produzem chaperoninas
gue auxiliam o dobramento das proteinas que sdo sintetizadas, principalmente nos
casos de proteinas que apresentam grandes quantidades de pontes dissulfeto
(DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).
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A expressao heteréloga em S. cerevisiae é facilitada, pois possui um protocolo
de transformacédo simples e uma taxa de recombinacdo homdéloga muito eficiente in
vivo. Além disso, € um dos poucos eucariotos que possui um plasmidio natural, o 2,
gue permite a construcdo de vetores para a transferéncia de genes e sistemas de
expressdo (BRANDAO, 1996). Trata-se de um plasmideo multicépia e contém
sequéncias para propagacdo tanto em E. coli como em levedura, possuem
sequéncias promotoras (X) e terminadoras (T7) de levedura para uma transcricao
eficiente do gene exdgeno, nas quais podem ser visualizadas na Figura 4,
representativa de um tipico vetor de expressao de levedura.

Os vectores utilizados para a transformacao de células hospedeiras adequadas
sdo, em geral, hibridos entre as sequéncias derivadas de leveduras e bacterianas. A
porcdo procaridtica (bactéria) destes vectores abriga uma origem de replicacao (ori) e
uma sequéncia conferindo resisténcia contra um antibiético especifico (Amp), como
elementos para propagacao e selecéo de um hospedeiro bacteriano, respectivamente.
A porcéo eucaridtica (levedura) da mesma forma contém os elementos para selecéo
de transformantes de levedura, por exemplo, genes da [-isopropilmalato
desidrogenase (LEU2) e oritidina 5’-descarboxilase (URA3) para complementar uma
auxotrofia nas respectivas estirpes hospedeiras, como marca auxotréfica de selecéo
(HINNEN et al., 1994).

Figura 4 — Mapa fisico do vetor Y1IPGK-1. PGKpp: sitio promotor PGK; Mdltiplo sitio de
clonagem; PGKit: sitio terminador PGK; LEU2: marca auxotréfica Leu2; 2u: plasmideo natural.
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Trata-se de um vetor constitutivo de S. cerevisiae, no qual possui uma origem
de replicacdo para propagacdo em E. coli (ori) e uma origem bacteriana (ColE1), o
plasmideo natural (24), uma marca de selecédo auxotrofica de levedura envolvidos no
metabolismo da leucina (LEU2), gene que confere resisténcia a ampicilina para
seleccdo em E. coli (Amp), regidao promotor (PGKpp), regido terminadora (PGKtt) e os

sitios de restricées entre estas duas regides.

3.3.2.2. Pichia pastoris como sistema de expressao heterdlogo

Ao longo das ultimas duas décadas, outras leveduras tém sido apresentadas
como sistemas alternativos de expressado por possuirem vantagens sobre S.
cerevisiae. Entre esses novos sistemas, destaca-se P. pastoris, uma levedura
metilotrofica, ou seja, que é capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol
como Unica fonte de carbono (TORRES; MORAES, 2000). O sistema de expressao
metilotrofico de P. pastoris tornou-se uma das leveduras mais amplamente estudadas,
desde o seu desenvolvimento, no inicio da década de 1970 e tem sido declarada como
um dos sistemas mais Uteis e versateis para a expressao de proteinas heterélogas
(POTVIN; AHMAD; ZHANG, 2012). O genoma de P. pastoris é relativamente simples
para manipular e kits de expressdo comerciais estao disponiveis (INVITROGEN,
2014).

Este sistema de expressdo apresenta algumas caracteristicas que a tornam
uma atraente hospedeira para a producdo de proteinas heterdlogas e é de particular
interesse industrial. A primeira é o poderoso e forte promotor usado para transcrever
genes heterélogos, o qual € derivado do gene da &lcool oxidase (AOX) de P. pastoris
gue é regulado por metanol (COS et al., 2006), ou é derivado do gene gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAP), um forte promotor constitutivo (POTVIN; AHMAD;
ZHANG, 2012).

Alcool oxidase (AOX) é a primeira enzima na via de utilizacdo de metanol
induzivel, representa mais de 35% de proteina celular total em células do tipo
selvagem cultivadas em metanol (SREEKRISHNA ET AL., 1997). Ambos genes AOX1
e AOX2 codificam enzimas funcionais, com o primeiro sendo responsavel por até 95%
do total de alcool oxidase expressa devido a forca relativa de seu promotor
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Os sistemas que utilizam pAOX1 séo, portanto,

preferidos para a expressao da proteina, e sdo, de longe, os sistemas mais comuns
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utilizados, embora uma significativa expressdo de proteinas recombinantes foi
relatada em sistemas usando versdes truncadas de pAOX2 (KUWAE et al., 2005).
Portanto, por ser o sistema preferido e mais relatado pAOX1 sera descrito com
maiores detalhes.

AOX1 é um sistema regulado transcricionalmente por metanol, um indutor
relativamente barato. Para ser ativado, o promotor AOX1 requer a presenca de
metanol, na auséncia de indutor, o promotor torna-se reprimido. Além de metanol, o
sistema AOX1 ndo requer glicose para ser plenamente ativado. Em células expostas
a metanol como Unica fonte de carbono, o inicio da transcricdo no promotor AOX1 é
altamente eficiente e comparavel aos promotores derivados dos genes altamente
expressos da via glicolitica. No entanto, ao contrario dos promotores glicoliticos, o
promotor AOX1 é firmemente regulado e reprimido sob condi¢des de crescimento sem
metanol (TORRES; MORAES, 2000).

Dentre as vantagens deste sistema destacam-se sua capacidade de secretar
proteinas estranhas no meio devido sua fraca capacidade de secrecao de proteinas
nativas, de modo que os processos de purificacdo de proteinas heterdlogas podem
ser simplificados (CEREGHINO; CREGG, 2000); capacidade de realizar modificagdes
pés-traducionais, incluindo glicosilacdo e formacao de ligagcao dissulfeto, sequéncias
sinais e processamento proteolitico sdo possiveis e relativamente faceis (HELLWIG
et al., 2001); auséncia de endotoxina (ACIK, 2009); proteinas heter6logas podem ser
produzidas em niveis elevados, tanto a nivel intracelular e extracelular, com
capacidade de crescer em meios definidos com alta densidade celular (COS et al.,
2006). No entanto, a expressao metilotrofica de P. pastoris também tem uma
série de desvantagens, tais como potencial de protedlise; glicosilacdo ndo nativa,;
elevado nivel de oxigenacdo do meio; e instabilidade da cultura de P. pastoris em
metanol, que pode ser ameacada pela toxicidade do metanol ou a excrecdo de
intermediarios oxidativos do catabolismo do metanol, por exemplo, formaldeido, acido
férmico e perdxido de hidrogénio (GAO; SHI, 2013). Outra questado a ser considerada
€ gque embora este seja um sistema de expressao efetivo, o requerimento de metanol
para inducdo apresenta riscos de incéndio e a saude, especialmente em operacdes
de larga escala, nas quais grandes quantidades de metanol devem ser armazenadas
no local (POTVIN; AHMAD; ZHANG, 2012).

A segunda caracteristica importante de P. pastoris é que esta levedura nédo &

considerada uma forte fermentadora, como S. cerevisiae. A fermentacao realizada por
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leveduras gera etanol, o qual, em culturas de alta densidade, pode rapidamente atingir
niveis téxicos (efeito Crabtree). Para uma producdo economicamente viavel de
proteinas recombinantes a concentracado de proteinas no meio deve ser proporcional
a quantidade de células. E necessario, pois, atingir niveis de alta densidade celular os
quais ndo sao facilmente obtidos com S. cerevisiae. Em contraste, as cepas
produtoras de P. pastoris sdo facilmente cultivadas a densidades celulares de
aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até maiores (TORRES; MORAES, 2000).

Os vetores de P. pastoris possuem um cassete de expressédo formado pelo
promotor e pela regido terminadora de transcricdo do gene AOX1, além de uma marca
de selecdo, sendo a mais utilizada o gene histidinol desidrogenase (HIS4) de P.
pastoris. Essa marca permite a selecdo de transformantes prototréficos His*™ a partir
de uma linhagem hospedeira his4. Um dos vetores mais utilizados € o plasmidio
pPIC9, Figura 8, desenvolvido e patenteado pela empresa Invitrogen.

Figura 5 — Mapa do vetor pPIC9. Fragmento do promotor 5° AOX1: bases 1-948. Sitio do
primer iniciador 5 AOX1: bases 855-875. Fator-a de sinal de secregao (s): bases 949-1215;
Fator-a do primer iniciador: bases 1152-1172. Mdltiplo sitio de clonagem: bases 1192-1241;
Sitio do primer iniciador 3" AOX1: bases 1327-1347; Sitio de terminacao da transcricdo 3
AOX1 (TT): bases 1253-1586. HIS4 ORF: bases 4514-1980. Fragmento 3" AOX1: bases
4870-5626; Origem pBR322: bases 6708-6034. Gene de resisténcia a ampicilina: bases 7713-
6853.

Bgl Il

Fonte: (INVITROGEN, 2014).

Dentre as principais caracteristicas do plasmideo pPIC9 tem-se que este tem

uma sequéncia sinal de secrecdo, denominado de S na figura acima, que permite a
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expressao de qualquer proteina a ser secretada para o meio extracelular; um mdltiplo
sitio de clonagem que permite a insercdo de qualquer gene que tenha sitio de
restricbes unicos de Xhol, SnaB I, EcoR I, Avr II; um gene his4 que codifica para a
sintese de hisdininol desidrogenase, que compensa a incapacidade da estirpe GS115
de P. pastoris para sintetizar histidina, proporcionando um marcador seletivo para
células possuindo o plasmideo pPIC9 transformadas com sucesso, quando cultivadas
em meios deficientes em histidina; um gene de resisténcia a ampicilina que permite a
seleccao de células transformadas em meios enriquecidos com ampicilina; e um sitio
de origem de replicacédo em E. coli (ColE1) permite uma replicacdo e manutencao das
células de E. coli (INVITROGEN, 2014).

Desta forma, o gene de interesse geralmente é clonado na regido do cassete
de expressdo em um dos sitios de clonagem que se localizam logo apdés o sinal de
secrecao, nesse caso, o peptideo sinal do fator a de S. cerevisiae. O cassete de
expressao € liberado pela digestdo do plasmidio com a enzima de restricdo Bglll, e
uma cepa his4 de P. pastoris é transformada por eletroporacdo. Como em S.
cerevisiae, 0 DNA linearizado pode gerar transformantes estaveis quando se integra
no genoma por recombinacdo homoéloga. Esses transformantes podem originar-se
pela integracdo do cassete de expresséo tanto no locus AOX1 quanto no his4. No
primeiro caso, pode haver uma substituicdo completa do gene AOX1 pelo cassete de
expressdo, o que resulta em um fendétipo denominado Mut®, caracterizado por um
crescimento lento na presenca de metanol. Ocasionalmente, o cassete de expressao
pode se integrar varias vezes no locus AOX1 (TORRES; MORAES, 2000) Outros
vetores, semelhantes ao pPIC9, ndo possuem sinais de secrecdo e, portanto, séo
empregados para a expressao intracelular. Existem variantes do pPIC9 que néo
possuem o sinal de secre¢do no cassete de expressédo sendo, portanto, ideais para
expressao intracelular

Por outro lado, o promotor constitutivo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi isolado em 1997 (WATERHAM et al., 1997) e tem sido usado para
expressar muitas proteinas heterélogas em células usando glicose ou glicerol como
substrato de crescimento (COS et al., 2006), sem os problemas associados com 0
processo de inducdo da expressdo com metanol com o promotor AOXL.
Diferentemente do sistema AOX1, no promotor GAP a sintese de biomassa e proteina
ocorre simultaneamente e sao diretamente correlacionadas com a dose de genes

pGAP-regulada (VASSILEVA et al., 2001). Enquanto que as condi¢des durante a fase
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de inducdo devem ser rigorosamente controladas, em sistemas AOX1, sistemas GAP
tém requisitos minimos de controle (BOER; TEERI; KOIVULA, 2000). Cultivo continuo,
estavel e eficiente usando o promotor GAP pode ser conseguido com periodos mais
longos de producédo de proteina, com duracdo de até 30 dias (GOODRICK et al.,
2001). Genes regulados pGAP sédo bem expressos quando as células sao cultivadas
em metanol, glicose ou glicerol.

Muitas proteinas heterdlogas tem sido expressas com sucesso em sistema
pPGAP de P. pastoris, com variagfes significativas nos niveis de expressao baseadas
nas propriedades das proteinas expressas. Muitos estudos tem relatado que o sistema
PGAP é mais eficiente que o pAOX1 para producédo de proteina (DELROISSE et al.,
2005), no entanto outros estudos relatam o oposto (VASSILEVA et al.,, 2001).
Pesquisas adicionais sdo requeridas para determinar quais fatores determinam a
eficiéncia de ambos promotores em termos da expressao de proteinas recombinantes,
a fim de projetar o sistema de producao ideal.

Uma das vantagens do promotor GAP com relacdo ao promotor AOX1 é que,
por ser constitutivo, ndo é necessario mudar a cultura de um meio para outro para
induzir expressao. No entanto, dentre as desvantagens: o uso do promotor GAP é
apropriado somente para genes cujo produto ndo seja deletério para a célula, os niveis
de expressao a partir do promotor AOX1 sdo geralmente aumentados quando o
metanol € adicionado a cultura com taxas de crescimento limitantes em
fermentadores, sendo o mesmo fenémeno ndo observado com o promotor GAP
(TORRES; MORAES, 2000).

Em geral, o processo de producéo de proteina heteréloga consiste de trés fases
como proposto pela Invitrogen Co (CREGG, 2007). Na primeira fase, as células sdo
cultivadas em batelada com o meio inicial em glicerol. Na segunda etapa, quando o
glicerol é consumido no meio em batelada, uma estratégia de controle de batelada
alimentada € iniciada para a cultura de células de P. pastoris aumentar o nivel
densidade alimentando com glicerol concentrado. Depois de interromper a
alimentacdo durante 1-2 horas para esgotar completamente o glicerol residual no
meio, a terceira fase € iniciada pela adicdo de metanol para induzir a producédo da
proteina heteréloga. Em alguns casos, existe uma fase de transicéo entre a fase de
crescimento e inducgdo, onde a fermentacao é implementada para transferir as células
em crescimentos em inducdo de proteina, alimentando com glicerol com taxas que

limitam o crescimento ou mistura de glicerol e metanol. A producdo da proteina
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heterdloga é caracterizada com tempo de fermentacdo muito longo (cerca de 100 h),
em que a duracdo do periodo de inducdo é geralmente muito maior do que a de
crescimento (GAO; SHI, 2013). Deste modo, o rendimento de proteinas heterélogas é
afetada por uma variedade de fatores, tanto a nivel genético como de cultura. Assim,
de acordo com (GAO; SHI, 2013) modos ou estratégias de producédo de proteinas
recombinantes por P. pastoris foram explorados, sendo fatores fisico-quimicos
investigados e monitorados durante a fermentacao, tais como: efeitos da composicao
do meio, efeito da temperatura de inducéo, efeitos do pH, efeitos da concentracéo de

oxigénio dissolvido (DO) e efeitos na concentragao de metanol.

3.4. Melhoramento genético de enzimas

O desenvolvimento de métodos de manipulacdo de DNA in vitro forneceu novas
abordagens em muitas areas, incluindo a geracdo de mutantes e a andlise da
expressao génica. Essas areas foram revolucionadas pela capacidade de alterar-se
intencionalmente uma ou mais bases, ou unir segmentos distintos de DNA em uma
ordem pré-determinada (MADIGAN; MARTINKO, 2010).

Na maioria dos processos, 0 emprego de enzimas termoestaveis, e ou capazes
de tolerar pH extremos sdo necessarias em bioprocessos. As severas condi¢cdes
fisicas e quimicas das reacdes, aliada a reduzida disponibilidade de enzimas
naturalmente termoestaveis, restringem a aplicacdo destas em bioprocessos.
Portanto, melhorias na tolerancia térmica de xilanases é altamente desejada do ponto
de vista industrial. Este fato pode ser obtido por meio de engenharia de proteinas
através de abordagens de desenho racional com base em estruturas tridimensionais
(BELIEN et al., 2009; FENEL; ZITTING; KANTELINEN, 2006; GEORIS et al., 2000) e
evolucdo de enzimas por mutacdo aleatoria (ZHANG et al.,, 2010). Para o
melhoramento da enzima, estratégias moleculares tém sido empregados, entre as
quais se destacam: mutagénese sitio dirigida (MSD), reacdo em cadeia de polimerase
propenso a erros (epPCR) e arranjo combinatorio de DNA (DNA shuffling). Estas

estratégias moleculares estédo resumidas na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema representativo de técnicas de engenharia de proteinas. (a): Desenho
racional — mutacéo sitio dirigida (SDM). (b): Evolucdo dirigida — epPCR e DNA shuffling.
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Desenho racional é a abordagem mais antiga em engenharia de proteinas. A
estratégia requer conhecimento detalhado da estrutura da proteina, as causas
estruturais da catalise biolégica ou modelagem molecular baseado em estrutura, e da
relacdo da estrutura e funcdo. Basicamente, o processo envolve trés passos: a
escolha de uma enzima apropriada; identificacdo das posi¢cdes de aminoacidos a
serem alterados, com base na sequéncia da proteina e da estrutura cristalografica; e
screening ou caracterizagdo dos mutantes para selecdo da linhagem com a
caracteristica desejada (ARNOLD, 2001).

Evolucao dirigida é também uma técnica usada para melhorar as limitacdes de
catalisadores biol6gicos. Reacbes de epPCR e DNA shuffing sdo exemplos de
evolucdo dirigida. Ao contrario da SDM, esta é independente de qualquer
conhecimento detalhado da relacdo entre estrutura e funcdo da enzima, e a interagao
entre a enzima e o substrato (HIBBERT et al., 2005). E dependente dos principios
darwinianos de mutacéo, selecéo e recombinacédo (STEMMER, 1994), reproduzindo
em um ritmo acelerado testes in vitro para obtencdo de uma propriedade especifica
da enzima (LEHMANN; WYSS, 2001). No entanto, o sucesso de um experimento de
evolucdo dirigida depende muito do método escolhido de selecdo do mutante
(HIBBERT et al., 2005). Um importante passo no experimento de evolucao dirigida é
explorar o espaco da sequéncia por mutacdo aleatéria baseada na amplificacao
imprecisa do gene (LIN et al., 2009; STEPHENS; SINGH; PERMAUL, 2009; WONG

et al., 2004). No entanto, esta reacdo nem sempre conduz para o melhoramento da



42

enzima e requer as vezes estratégias que promovam a taxa de mutacdo necessaria

para selecdo de mutante com a caracteristica desejada.

4. CONCLUSOES

Este trabalho de revisdo destacou os microrganismos termofilicos e mesofilicos
como bons produtores de enzimas, capazes de tolerar temperaturas elevadas.
Enzimas termoestaveis tem sido aplicadas em um grande numero de aplicacdes
industriais, sobretudo na conversdo de moléculas complexas por mecanismos de
hidrélise enzimatica que processa-se por mecanismo de reacdo via duplo
deslocamento. No entanto, apresentam uma ampla gama de aplicacdes ainda
desconhecidas, o que justifica o investimento de tecnologias e pesquisas nesta area.
Portanto, a necessidade de novas estratégias bioenergéticas, aliadas ao potencial de
hidrélise de enzimas termoestaveis e ao desafio no setor de producdo de enzimas
termo tolerantes, em quantidade que atenda as necessidades dos setores industriais,
tem incentivado e aquecido o setor de producdo de enzimas. Por esta razdo, a
producdo de enzimas nativas ou modificadas geneticamente é um mercado em

expansao. Esta revisdo bibliografica deu origem ao capitulo, Applications and Benefits

of Thermophilic Microrganisms and Their Enzymes for Industrial Biotechnology, do

livro, Gene Expression Systems in Fungi: Advancements and Applications, publicado

na editora Springer, editores: Monika Schmoll e Christoph Dattenb6ck (ANEXO).
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CAPITULO 1

Expressao de endo-xilanase (GH10) de T. aurantiacus em E. coli, S. cerevisiae
e P. pastoris: Purificacdo e caracterizacdo bioquimica para determinacdo dos
fatores relacionados ao poder catalitico e estabilidade das xilanases
recombinantes
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RESUMO
As construcdes proteicas em vetor de Saccharomyces cereviseae (YPGKXxil/XynA_Sc)
e Escherichia coli (pET32axil/XynA_Ec) foram obtidas a partir de plasmideo clonado
em vetor de Pichia pastoris (pPIC9xil/XynA_Pp). Estas foram expressas em cepas de
GS115, CEN.PK2 e Rosetta-gami, exibindo 6timos de 650 U.mL?, 5,8 U.mL"1 e 815
U.mL?, respectivamente. As fracGes sollveis dos extratos foram purificadas por
Cromatografia Liquida. Ambas xilanases apresentaram alta especificidade a xilana
beechwood e dois pHs 6timos. XynA_Sc exibiu 6timos de atividade em pH 5/7,5 a 65-
70 °C, enquanto xynA_Ec e xynA_Pp em pH 5,5/8,5 a 65 °C. No perfil de estabilidade
térmica, ap6s 1h, XynA Ec exibiu maior resisténcia a temperatura, com atividade
residual de 16 % a 85 °C, enquanto XynA_Sc e XynA_ Pp apresentaram atividade
residual inferior a 40 % a 65 °C. No perfil de estabilidade de pH, ap6s 24 h 100 % de
estabilidade foi exibido por XynA Ec em pH 5, XynA Pp na faixa de pH 6 a 8 e
XynA _Sc em pH 8,5. Com relacéo ao efeito de agentes quimicos, todas as linhagens
foram fortemente inibidas por EDTA, ions Ag?* e Hg?** e ativadas por B-
mercaptoetanol, Triton X-100, Tween 20 e SDS. Destaque para 0 primeiro nao-
metélico, pois comprovou o efeito de elevada modificagdo pés-traducional, como
adicao de ligagOes dissulfeto ndo nativas, sobretudo em XynA_Sc, as quais foram
neutralizadas pelo B-mercaptoetanol, ativando a enzima fortemente. Os dados iniciais
de cinética exibiram valores de Km € Vmax de 9,65 (mg.mL™?), 16,06 (mg.mL!) e 7,66
(mg.mL1); e 28,58 (U.mL1), 1136 (U.mL™?) e 58,27 (U.mL™?) para XynA_Sc, XynA_Ec

e XynA_Pp, respectivamente. Portanto, XynA Pp e XynA Ec foram as xilanases de
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destaque neste estudo e apresentam-se como enzimas potenciais para aplicacao

industrial.

Palavras chave: Sistema de expressao. Endo-xilanase. Caracterizacao bioquimica.

Estabilidade. Poder catalitico.

1. INTRODUCAO

As endo-1,4-B-xilanase sdo enzimas responsaveis pela hidrélise da cadeia
interna da xilana, o principal componente da hemicelulose, liberando unidades de
xilobiose e xilooligossacarideos (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; CHAVEZ;
BULL; EYZAGUIRRE, 2006). Endo-xilanases sao produzidas por diferentes
microrganismos (AHMED; RIAZ; JAMIL, 2009; KNOB; TERRASAN; CARMONA,
2009), dos quais os fungos filamentosos destacam-se como os melhores produtores
do complexo xilanolitico (BEG ET AL., 2001).

Nas ultimas décadas, as endo-xilanases tem atraido interesses do setor
industrial devido sua capacidade de hidrolisar xilana com foco na sintese de
bioprodutos com valor agregado aumentado (AACHARY; PRAPULLA, 2009). Dentre
estas as principais aplicacdes, destacam-se tratamento da biomassa residual,
branqueamento de papel (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; AACHARY E
PRAPULLA, 2009) e producédo de xilooligossacarideos com importantes funcdes
prebibdticas (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; SAMANTA ET AL., 2012). Portanto,
dependendo da aplicagao final destas enzimas, necessita-se de xilanases capazes de
tolerar ambientes extremos, como elevada temperatura ou pH extremamente acidos
e basicos. No entanto, nem sempre estas enzimas séo produzidas naturalmente em
elevada concentracdo e esforcos no setor de produgcdo de enzimas recombinantes
tem motivado o investimento de energia e suporte financeiro para desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas.

A selecdo do melhor hospedeiro e sistema promotor para obtencdo de
proteinas heterdlogas é um trabalho dificultado por fatores relacionados a genética
dos microrganismos e da propria enzima (TERPE, 2006). Comparando trés dos
principais sistemas mundialmente mais utilizados em unidades de pesquisas e

industriais para producao de enzimas (Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e
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Pichia pastoris) tem-se fatores positivos e negativos que devem ser levados em
consideragao.

Sistemas bacterianos apesar de atrativos devido simplicidade no manuseio,
genética e fisiologia conhecidas podem ser um entrave para producédo de proteinas
heterdlogas, pois ndo sédo capazes de promover modificagbes pds-traducionais, as
quais podem ser essenciais para bioatividade. No entanto, ainda é o sistema de
expressao preferido para uma variedade de aplicagcdes (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

S. cerevisiae e P. pastoris sao hospedeiros alternativos do sistema eucarioto e
as mais popularmente empregadas (LYND et al.,, 2002; PARACHIN et al., 2009).
Dentre as vantagens comuns destacam-se capacidade de modificacdo poés-
transcricional e traducional, elevada concentracdo de proteina e expressao
constitutiva. S. cerevisiae € um organismo atrativo para producdo de biofarmacos
(OSTERGAARD; NIELSEN, 2000; TORRES; MORAES, 2000), pois apresenta o
certificado GRAS (Generally Regarded as Safe). Esta levedura produz chaperoninas
qgue auxiliam o dobramento das proteinas heterélogas, trata-se de eucarioto com
plasmideo natural 2u, com origem de replicacdo em E. coli (BRANDAO, 1996). P.
pastoris, uma levedura metilotréfica, com genética conhecida e de facil manipulacéo,
€ um atraente devido ao forte promotor na transcricdo de genes heterdlogos: AOX
regulado por metanol (COS et al., 2006), uma das suas desvantagens, e 0 GAP, um
forte promotor constitutivo (POTVIN, G.; AHMAD, A.; ZHANG, Z., 2012). A principal
desvantagem destes dois sistemas é o elevado tempo de cultivo das células, o que
do ponto de vista industrial, dificulta o processo de sintese de biomoléculas.

Estudos tem sido conduzidos para a clonagem e expressédo de xilanases
fungicas. Este trabalho relata a expressdo de uma mesma enzima, uma endo-xilanse
de organismo termofilico, T. aurantiacus, clonada e expressa em trés organismos
distintos: P. pastoris, S. cerevisiae e E. coli. Objetivou-se por meio deste descrever, a
partir de informacfes bioquimicas, os fatores relacionados ao poder catalitico e
estabilidade proteica da endoxilanase, quando expressa em diferentes organismos,
considerando-se que a escolha do hospedeiro € crucial para o melhoramento de

caracteristicas bioquimicas de enzimas (TERPE, 2006).
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2. METODOLOGIA

2.1. Obtencdo e constru¢cdes dos plasmideos recombinantes de xilanase do
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus (Xil_Tau) em vetor constitutivo de
Pichia pastoris, vetor epissomal de Saccharomyces cereviseae, yPGK, e de

Escherichia coli, pET32a

O plasmideo pPIC9xil, clonado em vetor pPIC9 sem o peptideo sinal nativo, e
transformado em cepa GS115 de Pichia pastoris, desenvolvido durante mestrado de
aluna do grupo, Fernanda Franco, foi gentilmente cedido para propagacédo do mesmo
e continuacdo dos estudos com esta construcdo de proteina. Portanto, o mesmo foi
utilizado para transferéncia do cassete de expressdo para o0 vetor epissomal de
Saccharomyces cerevisiae, YIPGK-1, e para o vetor de Escherichia coli, pET32a.

Para a nova construcdo em S. cerevisiae, o plasmideo foi duplamente digerido
com as enzimas BamH | (5"-G'GATCC-3") e Not | (5"-GC"GGCCGC-3") durante 2 h a
37°C. Oinserto liberado foi ligado ao vetor YIPGK-1 (7,4 kb), previamente linearizado
com as mesmas enzimas (BamH | e Not I). A ligacdo processou-se O/N a 16 °C com
a enzima de ligacado T4 DNA (Promega). Todo o produto da ligacao foi posteriormente
transformado em células competentes de E. coli (XL10gold), pela técnica de choque
térmico e o produto da transformacéo plaqueado em placa LB/ampicilina (100 pug.mL-
1). Controle negativo da transformacéo, ou seja, sem material genético foi realizado.
Algumas colbnias transformadas foram selecionadas e cultivadas em LB/ampicilina
(100 yg.mL1) durante 16 h, a 200 rpm de agitacdo a temperatura de 37°C. Material
genético foi extraido por kit de miniprep (Qiagen) e duplamente digerido com as
mesmas enzimas de restrices usadas anteriormente, para efeito de comprovacao da
clonagem.

Para construcdo do plasmideo em E. coli, aliquota do plasmideo pPICxil foi
utilizada para amplificagéo do gene de xilanase com Q5 High-fidelity DNA Polimerase
(New England Biolabs). A amplificagéo foi realizada de acordo com as normas do
fabricante. O mix de PCR foi preparado para uma concentragéo final do plasmideo de
10 ng, 0,5 uM do par de primers do vetor pET32 (Tabela 1), 200 uM de dNTPs, 1X
tampéao de reagdo Q5, 0,02 U.mL* da DNA polimerase Q5 high-fidelity e agua estéril
para um volume final de 50 pL. A amplificacdo foi conduzida em um gradiente de
anelamento (48,2 °C, 53.4 °C, 56.7 °C, 59.6 °C, 63.4 °C e 65 °C) por 20 s, durante 30

ciclos. Todas as outras etapas foram processadas como estabelecido pelo fabricante.
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O produto da amplificagédo foi purificado pelo kit de purificacdo PCR prep. Kit (Qiagen)
e duplamente digerido com Nco | e Not | (5 CCATGG 3, 5 GCGGCCGC 3’) (New
England Biolabs) durante 1 h a 37 °C. O produto digerido foi ligado no vetor pET32a,
previamente linearizado nas mesmas condi¢cdes, com enzima de ligacdo T4 DNA
ligase — Quick ligation kit (New England Biolabs), de acordo com as especificagdes do
fabricante. O produto da ligacao foi transformado em células NEB 10-beta (New
England Biolabs) e plaqueados em meio LB-agar suplementado com Amp (100 ug.mL"
1). Cauda de histidia foi adicionada as extremidades do gene de xilanase a fim de
facilitar etapa de purificacdo da proteina. O vetor pET32a sem o gene da xilanase foi
usado como controle negativo da reacéo de ligagéo, transformado e plagueado nas

mesmas condi¢des acima descritas.

Tabela 1 — Pares de oligonucleotideos usados na reacdo de amplificacdo/sequenciamento.

Plasmideo Primer sequencing (5’2 3’)
pPICOxil 5 AOX GAC TGG TTC CAATTG ACA AGC
3’ AOX GCA AAT GGC ATT CTG ACATCC
yPGK1xil 5 PGK GAT CAT CAA GGA AGT AAT TAT CTAC
3’ PGK CTATCG ATT TCA ATT CAATTC AAT
pET32xil 5 Ncol GG CCA TGG GC CAA GCT GCA CAG AGT

3’ Not | GG GCGGCCGCTCACTGCTIGCAGG

2.2. Sequenciamento das construcfes de xinalases

Os materiais plasmidiais do gene de XynA clonado no vetor de S. cerevisiae
(yPGKXxil), do gene de XynA clonado no vetor de P. pastoris (pPIC9xil) e de E. coli
(PET32xil) foram usados como template para as reacdes de sequenciamento e
confirmacédo das sequencias obtidas. As amplificacdes dos genes foram processadas
com o kit de sequenciamento BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems), de
acordo com as especificagdes do fabricante. Para tanto, foram utilizadas 3,2 pmol dos
primers dos vetores do promotor PGK de S. cerevisiae, do promotor AOX de P.
pastoris e do promotor T7 de E. coli (Tabela 1) em 10 puL de volume final das reagbes
Foward e Reverse. A reacéo foi processada em termociclador MJ Research PTC200
(BioRad). A ciclagem ocorreu como sugerido pelo fabricante. Os produtos
amplificados foram sequenciados em 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) e

analisados no software DNASTAR para obtencéo dos contigs.
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2.3. Expressodes das xilanases recombinantes
2.3.1. Em cepa GS115 de P. pastoris

O protocolo de expressao foi estabelecido em trabalho anterior (FRANCO et
al., 2011) e reproduzido neste. Para tanto, uma colbnia isolada foi inoculada em 25
mL de meio BMGY (extrato de levedura 1 %, peptona 2%, tampao fosfato pH 6,0 100
mM, YNB 1,34 %, biotina 4x10-5 % e glicerol 1 %) em frasco de 250mL e incubada a
37 °C sob agitacao (200rpm) até atingir uma OD600 de 2 a 6 (em torno de 16 a 18
horas). As células foram coletadas por centrifugacéo a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C
e o0 sobrenadante foi desprezado. As células foram ressuspendidas em 100 mL e 250
mL de meio BMMY (idem BMGY, suplementado com metanol 0,5 % a cada 24 h) em
frascos aletados de 1 L, obtendo uma ODsoo 0,4 e incubadas por 96 horas sob as

mesmas condicgdes.

2.3.2. Em cepa CEN.PK2 de S. cerevisiae

Diferentes testes para a producdo da endo-xilanase em meio liquido foram
realizados variando-se a fonte de carbono do meio, considerando-se sua marca
auxotréfica Leu2. Para tanto, colbnias transformantes selecionadas foram pré-
inoculadas em frascos de 50 mL com 5 mL de meio minimo MD (YNBN 0,67 %,
(NH4)2S04 0,5 % e Glicose 2 %) suplementados com aminoacidos His/Trp/Ura (0,002
%). Os frascos foram mantidos em shaker (New Brunswik Scientific) a 30 °C durante
16 h a 180 rpm de agitacdo. Contagem de células foi realizada em camara de
Neubauer e quantidade fixa de (1.107 células) inoculada em meio minimo variando-se
a fonte de carbono. Dentre os meios testados destacam-se 0s meios minimos todos
suplementados com aminoacidos His/Trp/Ura (0,002 %): MD (YNBN 0,67 %,
(NH4)2S04 0,5 %, Glicose 2 %); MDX (YNBN 0,67 %, (NH4)2S04 0,5 %, Glicose 0,5
% e xilana 1,5 % / 2 %); MS (YNBN 0,67 %, (NH4)2S04 0,5 %, Sacarose 2 %); MDXB
e MDXF (YNBN 0,67 %, (NH4)2S04 0,5 %, Glicose 0,5 %, xilana 1,5 % e bagaco de
cana / farelo de trigo 1 %), neste ultimo caso, como proposto por PARACHIN e
colaboradores, 2009.

As células foram cultivadas nestes meios a 30 °C, sob 180 rpm de agitag&o por
até 120 h em shaker (New Brunswik Scientific). Aliquotas foram retiradas em intervalos

de 24 h para contagem de células em camara de Neubauer, posteriormente
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centrifugadas a 5000 xg por 10 min, e o sobrenadante utilizado para ensaio de
atividade xilanolitica, acucar redutor (DNS) (2.5) e densidade 6tica (OD) 600 nm e 0
pellet reservado para quantificacdo da biomassa. Sempre que possivel todas estas
analises foram investigadas. No entanto, devido a restricbes do préprio meio utilizado
algumas destas tornaram-se inviaveis, e nestes casos, pelo menos a atividade
xilanolitica foi quantificada.

No entanto, mesmo ap0s cinco tentativas para otimizacdo do teste de
expressdo da enzima e diante da diminuta taxa de producdo dois testes de
rompimento de células foram realizados com o pool de células obtidos durante a
melhor condicdo de expressdo determinada. Um dos testes foi processado pela
combinacéo de fatores de temperatura e areia lavada como proposto por FERREIRA
(2010), com modificacdes. O segundo teste foi realizado pela combinacéo de tampéao
de lise e areia lavada. Ambos sobrenadantes tiveram suas atividades xilanoliticas
quantificadas.

2.3.3. Em cepa Rosetta-gami de E. coli

A construcdo pET32xil foi transformada em células de Rosetta-Gami (DE3)
(Novagen) e shuffle (New England Biolabs) e cultivadas em meio 50 mL de meio LB
suplementado com canamicina (200 yg.mLt) em frascos de 250 mL. Diferentes
concentracfes de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG): 0,4, 0,6, 0,8 mM, e a
temperatura de indugédo: 30 ° C e 37 ° C. As células foram cultivadas até 0,5 unidades
de densidade o6ptica a 600 nm e induzidas com IPTG durante 4 horas. Apos a
expressdo da enzima, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 10.000 x g
durante 10 min e o contelddo de proteina intracelular obtidas com BugBuster® 1X
(Novagen) na presenca de Lysonase (10 pL.g* céluas), como recomendada pelo
fabricante. Fragdes soluveis e insoluveis foram analisadas em gel SDS-PAGE 12%
(LAEMMLI, 1970) (2.6). Atividades xilanoliticas das fracbes soluveis foram
guantificadas (2.5).
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2.4. Pré-tratamento do extrato bruto, purificacdes e proteina total
2.4.1. Xilanases recombinantes (XynA_Sc e XynA_Pp)

a) Ultrafiltracdo tangencial, liofilizacao e didlise

Ambas as amostras foram previamente tratadas para remocéo de
contaminantes de reduzida massa molecular e da coloracdo do extrato, bem como
concentracdo das linhagens de estudo. Para isto, 0s extratos enzimaticos foram
igualmente tratados por ultrafiltracdo tangencial em sistema QuixStand Benchtop (GE
life science) acoplado ao cartucho de 10000 NMWC (Nominal Molecular Weight
Cutoff), com 650 cm? de area superficial (GE Helthcare). Consecutivas trocas da
solucéo tampéo acetato de so6dio 50 mM pH 5 foram processadas até concentracao
das amostras em 20% do volume inicial. Os extratos proteicos foram liofilizados em
FR-Drying Digital Unit (ThermoFisher) durante 16 h, solubilizados em tamp&o acetato
de sédio 50 mM pH 5 e dialisados em tampé&o acetato de sédio 20 mM pH 5, a 4 °C,
empregando-se membrana de 10 kDa. O sistema foi mantido sob agitacdo suave

durante os trés processos de troca do tampao.

b) Estratégia de purificacdo em bancada

Os testes de purificagdo das construcdes em P. pastoris e em S. cerevisiae
foram realizados em tubos com tampa de 2 mL empregando-se resina de troca
anibnica Q-sepharose ® Fast flow (Sigma Aldrich). A resina foi preparada a 50% (v.v-
1) em &gua e aliquotas de 1 mL desta foram adicionadas aos tubos. O material em
suspensao foi decantado, o sobrenadante descartado e a resina lavada em agua e
2,5 mL de solugcédo tampao adicionado: 100 mM (Glicina/HCI pH3; Acetato de sédio
pH 4 e pH 5; Tris/maleato pH 6, 7 e 8). O sobrenadante foi removido e 0,5 mL das
respectivas solug¢des tampao adicionadas, com 0,250 mL de solucdo de enzima pre-
tratada (2.4.1-a) a 50% (v.v!) no tampéo de investigacédo. Esses tubos foram mantidos
em agitacdo em agitador de rolos (Biomixer) por 10 min e o sobrenadante utilizado

para ensaio de atividade xilanolitica em microplaca (2.5).

c) Purificacdo por cromatografia liquida
A etapa de purificagdo das construgdes foi processada por cromatografia
liquida de alta performance (FPLC) em sistema AKTApurifier (GE Healthcare Life

Science).
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Os extratos enzimaticos apresentavam niveis de contaminagéo distintos. No
entanto ambos foram submetidos a mesma primeira etapa de purificagdo. Esta foi
realizada por troca aniénica, em coluna aberta 16/12 contendo resina Q-sepharose ®
Fast Flow (Sigma). A eluicdo da proteina processou-se em tampédo acetato de sodio
20 mM pH 5, com gradiente de NaCl (0-500 mM), num fluxo de 0,5 mL.min-*. Aliquotas
das fracdes ellidas preservadas para quantificacdo de atividade xilanolitica (2.5).
Aliguotas com atividade foram liofilizadas para efeito de concentracdo da proteina e o
grau de pureza analisado em eletroforese SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) (2.6).

Para a xilanase clonada e expressa em P. pastoris, etapa adicional de
purificacéo foi necessaria. Deste modo, a solucéo da etapa anterior foi dialisada (2.4.1-
a) em tampao acetato de sédio 20 mM pH 4,0. Esta etapa foi realizada em coluna
mono S 5/50 GL (GE Life Sciences), em tampdao tampao acetato de sédio 20 mM pH
4,0, com gradiente de NaCl (0-500 mM), num fluxo de 0,3 mL.mint. A atividade
xilanolitica das fragfes coletadas foi dosada, aliquotas com atividade foram liofilizadas
e 0 grau de pureza analisado em eletroforese SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970).
Apos purificacdo, fracdo proteica foi dialisada (2.4.1-a) em tampéao acetato de sddio
20 mM pH 5.

A estimativa da concentracdo de proteina foi testada pelo método de
BRADFORD (1976) e LOWRY (1951), usando BSA (soro albumina bovina) como
padrdo. No entanto, apenas o método de Lowry foi adequado para quantificacao, pois

ambas construcdes precipitaram em solucdo de Bradford.

2.4.2. Xilanase recombinantes (Xyna_Ec)

A enzima recombinante clonada e expressa em E. coli foi purificada por dois
passos cromatografico, a partir do extrato enzimatico. O primeiro baseou-se em uma
etapa de cromatografia de afinidade devido a presenca de His-tag nas extremidades
da proteina. A coluna HisTrap™ FF (1mL) (GE Healthcare Life Sciences) foi utilizada
para purificacdo em sistema AKTApurifier (GE Healthcare Life Science) em tamp&o
fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 e 500 mM imidazol num fluxo de 1 mL.min-t, com dois
gradientes de imidazol (10 % e 100 %). Posteriormente amostra foi dializada para
remocao do imidazol (2.4.1.-a) em tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7. A segunda
etapa foi processada pela técnica de gel filtracdo em coluna Sephacryl S-200 16/60

(Ge Life Sciences) em tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7,0 num fluxo de 0,5 mL.min"
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1, para remocdo de contaminantes de menor massa molecular possivelmente
provenientes da acao de proteases no meio. Amostra proteica foi concentrada em
tubos concentrador de prteina de polietersulfona - Vivaspin 10000 NMWL e
guantificadas a 280 nM em espectrofotdmetro Varian Cary 50 Bio UV-Visible (Agilent
Technologies), considerando um coeficiente de extingdo molar de 57660 M.
Atividade xilanolitica das fracBes coletadas foram dosadas e aliquotas das fracdes
com atividade analisadas em gel SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970).

2.5. Atividade xilanolitica

Atividade xilanolitica foi determinada pelo método do &acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS) (MILLER, 1959), sem fenol, num ensaio em micro-placa como descrito por
BAILEY; BIELY; POUTANEN (1992) com modificagdes, em 200 pL de volume reacional,
utilizando xilana beechwood 1% (Sigma) como substrato. Uma unidade de xilanase
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acucar
redutor por min, utilizando xilose como um produto padrdo. Uma reacdo de controle
consistiu na adicdo da enzima ap0s a incubacdo da reacdo com o DNS. Todos os
ensaios foram realizados em triplicado. Fatores como tempo 6timo de atividade
enzimatica (2 min, 5 min, 10 min e 30 min) e concentracao ideal do tampao na solucéo

xilana 1% foram analisados.

2.6. SDS-PAGE e Zimograma de endo-xilanase

Géis SDS-PAGE 10% e ou 12% foram preparados para as analises das
proteinas de estudo, como proposto por LAEMMLI (1970). Bandas de proteinas foram
reveladas pelo método de coloragdo com prata e ou EZBlue (Sigma). Gel para
zimograma de xilanase foi preparado da mesma forma como descrito por LAEMMLI
(1970), com 0,5 % de xilana beechwood em solugcéo (HUNG et al., 2011), sendo que
para melhor comparacédo dos resultados, um gel réplica, foi também preparado para
revelacdo com prata e ou EZBlue. As amostras proteicas para SDS-PAGE foram
fervidas por 5 min para desenovelamento da proteina.

Gel para zimograma foi lavado com solucdo a 25% de isopropanol para
remocao do excesso de SDS. Apdés etapa de lavagem, o gel foi incubado durante 30

min a 60 °C em solucdo tampédo de acetato de sédio 50 mM pH 5 com xilana
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beechwood (Sigma) a 0,5% (m/v) e agar 0,5% (m/v). Posteriormente, o gel foi
embebido em solugéo congo red 0,1% (m/v) durante 1 h sob agitagdo suave em
agitador de bancada, seguido de etapa de descoloracdo com NaCl 1M por 12 h, sob
agitacao suave em agitador de bancada. Efeito de contraste pdde ser obtido usando
solugcédo de HCI 0,1 M. Bandas ativas foram observadas como bandas claras contra
fundo azul escuro (BEGUIN, 1983; HUNG et al., 2011).

2.7. Determinacéao de fatores bioquimicos das xilanases recombinantes

2.7.1. Condi¢cdes de armazenamento das xilanases recombinantes

A estabilidade das construcdes, frente a condicdo de armazenamento das
fracOes proteicas, foi investigada apés periodo de incubacdo de 24 h a 0 °C (sem
congelamento), 4 °C, -80 °C e 25 °C. Atividades xilanoliticas antes e apds o periodo

de incubagao foram quantificadas e convertidas em atividade residual (%).

2.7.2. Especificidade ao substrato

A afinidade de xilanases por varios substratos comerciais foi investigada. Para
tanto, os seguintes substratos foram testados: xilana beechwood (Sigma) xilana oat
spelt (Sigma), Avicel (Merck) e Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma) ambos em
solucdo com 1% de concentracdo (m.vl) em 25 mM tampdo acetato de sédio pH 5-
5,5, pela reacdo padrédo de atividade enzimatica descrita acima (2.5). Nos proximos
passos, estudos de especificidade a substratos lignoceluldsico serdo conduzidos com
residuo de bagaco de cana de acucar, sabugo de milho e farelo de trigo, apés
tratamento e trituragdo, como reportado por KOCABAG; GUDER; OZBEN (2015).
Tratam-se dos principais residuos agroindustriais disponiveis como resultado das
atividades agricolas nacionais e com diferentes percentuais no contetdo de materiais

hemiceluloliticos.
2.7.3. pH e temperatura 6timos e de estabilidade
Os perfis de temperatura e pH 6timos foram obtidos como descrito pelo ensaio

de atividade xilanolitica, solu¢ao de xilana 1% em 25 mM de acetato de sodio pH 5 ou

5,5, tempo de reacdo enzimatica de 5 min a 65 °C. Aliquotas das proteinas foram
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diluidas adequadamente no tampéo de diélise e o pH ideal foi ensaiado em amplo
espectro de pH (3-10,5) pelo ensaio de atividade xilanolitica a 65 °C. Quatro diferentes
solucdes tampdes foram preparadas a 25 mM (pH 3,0: Glicina-HCI; pH 3,5-5: acetato
de sodio; pH 5,5-9: tris-aminometano; pH 9,5-10,5: Glicina). Para o perfil de
temperatura 6tima, aliquotas foram diluidas adequadamente e ensaiadas em amplo
espectro de temperatura de 40 °C a 80 °C em 25 mM de tampao acetato de sodio pH
5 para XynA_Pp e 5,5 para XynA_Sc e XynA_Ec.

Para o perfil de temperatura e pH de estabilidade, aliquotas das enzimas
previamente preparadas foram incubadas durante 1 h e 24 h, respectivamente, nas
mesmas faixas de temperatura e pH descritos, nas condi¢cdes 6timas ensaiadas e 0s

valores de atividade residual (%) obtidos.

2.7.4. Efeito de ions metalicos, nao metélicos, quelantes, solventes organicos e
surfactantes na atividade das endo-xilanases

Alguns ions metalicos e reagentes podem afetar significativamente as
atividades das endo-xilanases (JUTURU; WU, 2012). Deste modo, o efeito de treze
ions metélicos foi testado na atividade xilanolitica, dentre estes destacam-se o0s
compostos clorados dos ions K*, Mg?*, Ca?*, Cu?*, Mn?*, Fe3*, Cd?*, Hg** e Ag®;
agente quelante EDTA e os agentes organicos Tween 20, DMSO, Triton X-100, SDS
e B-mercaptoetanol. Aliquotas das xilanases de estudo foram preparadas e incubadas
durante 30 min a 25 °C na presenca dos ions clorados, EDTA e SDS nas
concentragbes de 1 mM e 5 mM; e de Tween20, DMSO, Triton X-100 e [3-
mercaptoetanol nas concentracées de 0,1% (v.vl) e 0,25% (v.vl), em solucédo
aquosa, e as atividades quantificadas. Amostras controles de enzimas nas mesmas
condi¢cbes, na auséncia de ions e ou aditivos, foram preparadas e as atividades
medidas, os quais foram considerados como 100%, e os efeitos de ativagdo e ou

inibicdo obtidos a partir deste padré&o.
2.7.5. Parametros cinéticos para as xilanases recombinantes
Os parametros cinéticos foram determinados sob condi¢des padrdes de ensaio

de atividade xilanolitica (pH 5-5,5 a 65 ° C) para xilanases em S. cerevisiae, P. pastoris

e E. coli (2,5). As misturas reacionais continham diferentes quantidades de xilana
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beechwood como substrato da reagéo de atividade enzimética (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,5,
5,0, 7,5, 10,0, 15,0 e 20,0 mg.mL). As constantes cinéticas: Km € Vmax foram
determinados por Michaelis-Menten usando ajuste néo linear, com funcéo hiperbélica
do software OriginLab 9.1. Cada experimento foi repetido duas vezes com pontos em

triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Sequenciamento das construcdes de yPGKXxil, pPICOxil e pET32xil

O gene de xynA_Tau possui 909 residuos de nucleotideos, os quais codificam
para 303 residuos de aminoacidos, desconsiderando o peptideo sinal da proteina. As
sequencias de yPGK1xil e pET32xil obtida a partir de pPIC9xil foram alinhadas contra
duas sequéncias utilizadas como modelo, do GenBank (AF127529.2) e do PDB
(1TUX) (Figura 1).

Ainda que a qualidade do sequenciamento para pPICOxil esteja ruim, pois o
mesmo foi realizado apenas como primer do promotor AOX, um total de cinco
mutacdes na sequéncia de bases nucleotidicas foram identificadas e confirmadas nas
outras construc¢des. Destas, duas foram denominadas de mutacdes nao silenciosas,
que correspondem a permuta na posicdo 180, AAC>GAC, e posicdo 663, GTT
—->GCT, de bases nucleotidicas, as quais estéo relacionadas com as permutas nos
residuos de aminoacidos em N60D e A221V, dos modelos para as construcées
investigadas, em destaque de vermelho na Figura 1.

Estudos para investigar a sequéncia original de XynA_Tau isolada do fungo e
utilizada para construcdo do plasmideo molde de pPIC9xil ser4 conduzida, pois se
estas permutas propagaram-se nas trés construcdes, ha duas hipoteses levantadas:
ou (a) a sequéncia isolada do genoma do fungo apresenta naturalmente esta
modificacdo como influéncia de fatores externos sob o fungo, tal como pressao
seletiva e ou adaptativa, ou (b) esta mutacdo ocorreu durante primeira etapa de

amplificacdo do gene de xynA_Tau para insercdo em Pichia pastoris.



66

Figura 1 — Mdltiplo alinhamento de sequéncias de aminoacidos das construcdes de pPIC9xil,
yPGKXxil e pET32xil contra os modelos do GenBank (AF127529.2) e do PDB (1TUX) do fungo
T. aurantiacus. Regido idéntica das quatro sequéncias e os sitios de mutacdes nao silénciosas
em destaque de cinza e vermelho, respectivamente.

10 20 30 40 50
TUX QAAQSVDQLT KARGKVYEFGV ATDONRLTTG KNAAIIQADE GQVTPENSMK
AF127529.1 QAAQSVDQLT KARGKVYFEGV ATDONRLTTG KNAAIIQADE GQVTPENSMK
pPIc9xil QAAQSVDQLI KARGKVYFGV ATDONRLTTG KNAAIIQADE GQVTPENSMK
yPGKxil QAAQSVDQLI KARGKVYFGV ATDONRLTTG KNAAIIQADE GQVTPENSMK
PET32axil QAAQSVDQLI KARGKVYFGV ATDONRLTTG KNAAIIQADE GQVTPENSMK
el B e I L T T e
60 70 80 90 100
TUX WDATEPSQGN FNFAGADYLV NWAQONGKLI RGHTLVWHSQ LPSWVVSITD
AF127529.1 WDATEPSQOGN FNFAGADYLV NWAQONGKLI RGHTLVWHSQ LPSWVSSITD
pPICO9xil WDATEPSQOGE FNFAGADYLV NWAQONGKLI RGHTLVWHSQ LPSWVSSITD
xynASc WDATEPSQOGE XNFAGADYLV NWAQONGKLI RGHTLVWHSQ LPSWVSSITD
PET32axil WDATEPSQGN FNFAGADYLV NWAQONGKLI RGHTLVWHSQ LPSWVSSITD
B I S e I e T e
110 120 130 140 150
TUX KNTLTNVMKN HITTIMTRYI GKIRAWDVVN EAFNEDGSLR QTVENNVIGE
AF127529.1 KNTLTNVMKN HITTLMTRYK GKIRAWDVVN EAFNEDGSLR QTVEFLNVIGE
pPICO9xil KNTLTNVMKN HITTLMTRYK GKIRAWDVVN EAFNEDGSLR QTVEFLNVIGE
yPGKxil KNTLTNVMKN HITTLMTRYK GKIRAWDVVN EAFNEDGSLR QTVFLNVIGE
PET32axil KNTLTNVMKN HITTLMTRYK GKIRAWDVVN EAFNEDGSLR QTVFLNVIGE
B e e e I
160 170 180 190 200
TUX DYIPIAFRTA RAADPNAKLY INDYNLDSAS KPKTSAIVKR VK-KWRAAGV
AF127529.1 DYIPIAFQTA RAADPNAKLY INDYNLDSAS YPKTQAIVNR VK-QWRAAGV
pPICO9xil DYIPMAFQTA RAADRMPSCT STITTSXXPS XPODXXHCQP PSXNGGQLES
yPGKxil DYTIPIAFQTA RAADPNAKLY INDYNLDSAS YPKTQAIVNR VK-QWRAAGV
PET32xil DYTITPIAFQTA RAADPNAKLY INDYNLDSAS YPKTQAIVNR VK-QWRAAGV
R - B I I R - R -
210 220 230 240 250
TUX PIDGIGSQTH LSAGQGASID LP-NLASA GTP-EVAIT- -ELDIAGATS
AF127529.1 PIDGIGSQTH LSAGQGASVL QBLP-LLASA GTP-EVAIT- -ELDVAGASS
pPICO9xil PLTALEXQTX XHRWSGSQGS TMEFXXXLARG RNPXRVXFPG NWERXXGXXX
yPGKxil PIDGIGSQTH LSAGQGASVL XMLP-LLASA GTP-EVAIT- -ELDVAGASS
PET32xil PIDGIGSQTH LSAGQGASVL QBLP-LLASA GTP-EVAIT- -ELDVAGASS
el el el el el
260 270 280 290 300
TUX TDYVDVVNAC LD--VDSCIG ITVWGVADP- -DSWRASTTP LLEDGNENP-
AF127529.1 TDYVNVVNAC LN--VQSCVG ITVWGVADP- -DSWRASTTP LLEDGNENP-
pPICO9xil XRXXPXXRGX LGXXXEXXGG XSPXGGGXKX GTLGGFKKTP FXEXXGIXXX
yPGKxil TDYVNVVNAC LN--VQSCVG ITVWGVADP- -DXWRASTTP LLEDGNENP-
PET32xil TDYVNVVNAC LN--VQSCVG ITVWGVADP- -DSWRASTTP LLEDGNENP-
R - [ oo [ oo [ oo
310 320 330 340
TUX ---KPAYNAI VQLL--—-—== ———=——————— —————————— -
AF127529.1 -—--KPAYNAI VQODLQOQ---- ———-——=-——-—= —————————— -
pPICO9xil RGXKTXFGGX XXXXGPKXXP XKKXPXKGGX STPKKXYNAS C
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3.2. Expressao das linhagens de xilanase recombinantes em P. pastoris, S.

cerevisiae e E. coli

De acordo com protocolo estabelecido por FRANCO (2011) (dado ainda néo
publicado), o pico de expressdo da xilanase em cepa metilotréfica de P. pastoris foi
obtido apds 96 h de inducdo com valores de aproximadamente 650 U.mL"L. Por outro
lado, a producgéo de xilanase em levedura auxotrdfica de S. cerevisiae revelou que
dentre todos os testes para otimizacdo da expressdo em fracdo solivel o pico de
producéo foi obtido ap6s 96 h de expressdo em meio minimo MDX na presenca de
0,5% glicose e 1,5% de xilana com valores de 5,8 + 0,94 U.mL! de atividade
xilanolitica e 8,87 + 0,33 U.mg™? de biomassa quantificados, sendo este protocolo
utilizada para escala aumentada em frascos haletados contendo 200 mL de meio. No
altimo sistema de expressédo induzida em cepa de E. coli, tem-se um maximo
observado com 4 h de expressédo, 0,4 mM de IPTG a 37 °C de 815 + 75 U.mL%, sendo
este sistema utilizado para producdo em escala aumentada em frascos de 2 L com
500 mL de meio cada.

Estudo de producédo de xilanase homodloga do T. aurantiacus foi realizada por
DA SILVA et al. (2005), o qual relatou pico de producdo em fermentacdo no estado
s6lido de aproximadamente 65 U.mL'a 50° ap6s 96 h de cultivo. Comparando-se a
linhagem homologa com as construces aqui investigadas, XynA_Sc apresentou-se
com atividade xilanolitica bastante inferior, de 5,8 U.mL"! apds 96 h. Fato similar foi
observado por PARACHIN et al., 2009, em estudo de producéo e caracterizacéo de
uma xilanase nativa de Cripptococcus flavus, CfXYN1, e sua recombinante expressa
também em cepa de S. cerevisiae MFL, sob o controle do promotor PGK. A enzima
recombinante exibiu uma producédo de 2,5 U.mL™?, ou seja 2,3 x inferior ao obtido por
XynA_Sc, enquanto a homéloga de CfXYN1 apresentou atividade de 120 U.mL™. Esta
diferenca pode ser decorrente do efeito sinergistico das trés xilanases no extrato de
C. flavus e ou da nao otimizacdo do meio de expressdo, que de acordo com
GORGENS et al. (2004 e 2005) pode contribuir para 0 aumento no nivel de expressao
da enzima secretada, fato este aqui estudado.

Outra questao € que, como relatado por TANAKA et al. (2004), a escolha da
cepa de expressdao pode ser determinante para obtencdo de enzima em
concentracfes aumentadas. Uma xilanase de Aspergillus pullulans quando expressa

em cepa de S. cerevisiae, mostrou atividade de 1,6 U.mL%, e quando expressa em P.
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pastoris o valor observado foi vinte cinco vezes superior. No presente trabalho este
fato é facilmente percebido uma vez que as atividades xilanoliticas foram obtidas nas
condi¢bes otimizadas. Pichia pastoris exibiu atividade superior a S. cerevisiae em fator
de mais de 10 vezes, e extremamente maior para a comparagao entre E. coli e S.
cerevisiae. Este fato nos sugere que possivelmente as modificacdes pos-traducionais
nas cepas de levedura (OSTERGAARD; NIELSEN, 2000; TORRES; MORAES, 2002;
DEMAIN; VAISHNAYV, 2009) podem estar prejudicando a sintese proteica devido ao
super efeito de hiperglicosilacdo em levedura, por exemplo, contribuindo para
retencdo da proteina no espaco periplasmatico mais facilmente observada em sistema
de S. cerevisiae. Este efeito de aprisionamento foi aqui investigado pelo ensaio de lise
celular das células de S. cerevisiae produzidas em meio MDX com 0,5 % de glicose e
1,5 % de xilana, sendo detectado atividade xilanolitica duas vezes superior a fracéao
soluvel, indicando que a cepa de S. cerevisiae neste trabalho reteve a proteina de

estudo no espaco periplasmatico, como destacado por BUCKHOLZ; GLEESON (1991).

3.3. Purificacédo das xilanases recombinantes de estudo

As etapas de pré-tratamento para XynA_Sc e XynA_Pp foram cruciais para
diminuir a viscosidade e coloracao da solucdo enzimatica, além da concentracdo das
amostras. A etapa de ultrafiltracdo foi aplicada também para a purificacdo de uma
xilanase extracelular de reduzida massa molecular de cultura de fungo thermofilico,
Scytalidium thermophilum ATCC No. 16454 (KOCABAG; GUDER; OZBEN, 2015), a qual
mostrou-se altamente eficiente. Por outro lado, o extrato enzimatico de E. coli ndo
necessitou de nenhuma etapa anterior para o mesmo efeito, devido a elevada taxa de

producdo da proteina alvo, bem como maior limpidez do extrato enzimatico.

a) XynA_Sc

No ensaio de purificacdo em pequena escala para XynA_Sc e XynA_Pp foi
possivel verificar que a enzima néo se adsorveu a resina em todos os pHs testados
(4, 5, 6, 7 e 8). Este fator facilitou extremamente a purificacdo das duas construcoes.
Neste caso, o critério de selecéo do pH ideal para purificacdo em coluna foi realizado
com base no perfil de contaminacé&o das fragdes. Deste modo, a condigdo em pH 5 foi
selecionada, pois, dentre as condi¢cdes ensaiadas apresentava elevada concentracao

da enzima de investigacdo e baixa taxa de contaminagdo. Portanto, as etapas de
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purificagdes realizadas para ambas constru¢cdes em sistema AKTApurifier (GE
Helthcare) foram facilmente processadas, ainda que com algumas modificacdes em
relacdo ao teste em pequena escala (Figura 2).

Figura 2 — Cromatograma de XynA_Sc purificada por cromatografia de troca anionica
realizada em sistema FPLC AKTApurifier (GE Helthcare).
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Diferentemente do esperado, apés a injecdo da amostra e lavagem da coluna
a enzima néo foi eluida sugerindo que XynA_Sc havia interagido com a resina. Esta
foi eluida da coluna mediante gradiente salino de 0 a 40% de NaCl 500 mM. Além
disso, a eluicdo de XynA_Sc ocorreu em diferentes concentra¢cdes de NaCl, como
visualizado nas areas pintadas de preto acima. Isto sugere que XynA Sc sofreu
diferentes niveis de interagdo com a resina. Aliquotas das amostras com atividade
xilanolitica foram visualizadas em gel SDS-PAGE 12%. Desta forma, as amostras de
menor contaminagdo em destaque na regido do cromatograma, em vermelho, e no
gel, as quais foram denominadas de fracdes 11-13 e 26-29 foram utilizadas para
estudos posteriores. A concentracdo de proteina total quantificada pelo método de

Lowry apds juncéo destes tubos foi de 0,57 mg.mL™.

b) XynA_Pp
A purificacdo de XynA_Pp processou-se apos duas etapas de purificacéo, as
quais correspondem a uma troca anidnica, testada em ensaio em tubo de 5 mL, na

auséncia de interacdo da proteina com a resina, seguida de troca catidnica. O



70

cromatograma da troca anibnica e catidbnica, bem como a analise da pureza das
fracOes encontram-se na Figura 3.

Figura 3 — (A) Cromatogramas de XynA-Pp purificada por cromatografia de troca anionica
realizada em sistema FPLC AKTApurifier (GE Helthcare) e gel SDS-PAGE 12% das fragcdes
eluidas. M: Marcador de massa molecular de proteina (BioRad). 5-12: fra¢cBes eluidas na
purificcao.
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A primeira etapa de purificacdo consiste de uma troca anibnica. Esta
processou-se em concordancia com o ensaio de purificacdo em pequena escala
realizado em tubos. As fracdes tiveram suas atividades xilanoliticas medidas, a regido
com atividade detectada encontra-se em destaque no cromatograma (tubos 5a 12) e
o nivel de pureza destas fracdes foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12% (Figura 3.A). As fragOes da primeira etapa foram dialisadas e utilizadas
na etapa de purificacdo por troca catidnica, a qual encontra-se representada na Figura
3.B. Nesta, contaminantes foram eluidos durante a injecao de proteina e lavagem da
coluna. Em etapa posterior, mediante ao gradiente salino, XynA Pp foi eluida com
elevado nivel de pureza, em comparagdo com AC (antes da coluna) e utilizada em
etapa posterior de caracterizagcdo bioquimica da enzima. A concentracéo de proteina
total quantificada pelo método de Lowry foi de 44,5 pg.mL! ap6s duas etapas de

purificacéo.
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c) XynA_Ec

O extrato enzimatico de XynA_Ec foi primeiramente purificado por afinidade e
aliquotas com atividade detectada foram analisadas em gel SDS-PAGE 12% para
verificacdo do nivel de pureza (Figura 4). Devido a presenca de contaminacdes, as
fracbes foram dialisadas e aplicadas em segunda etapa de purificagdo, a qual
processou-se em coluna Sephacryl S-200. Fra¢cdes com atividade xilanolitica foram
analisadas em gel SDS-PAGE 12% (Figura 4).

Figura 4 — Purificacao de XynA_Ec apdés etapa de afinidade (gel da esquerda) e gel filtracao
(gel da direita). M: Marcador de massa molecular (Sigma S8445) — 205, 116, 97,4, 84, 66, 55,
45, 36, 29, 24, 20,1, 14,2, 6,5 kDa. FT: flow throw, 18-21: fragoes eluidas durante o gradiente.
XEc: xil_Ec ap6s gel filtragcdo e concentragdo em tubos vivaspin.

M AC,AC, FT; 18 18 19 20 21 M X
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Mesmo apos etapa de gel filtragcdo é perceptivel bandas de reduzida massa
molecular, o que possivelmente pode ser devido a acéo proteolitica de enzimas em
solucéo. A concentracdo de proteina total aqui quantificada por abszso nm, apés duas

etapas de purificacéo, foi de aproximadamente 2,5 mg.mL™.

3.4. Zimograma para xilanases recombinantes

Aliguotas das proteinas puras de XynA_Ec, XynA Sc e XynA Pp foram
analisadas em zimograma para xilanase, juntamente com aliquota cedida do extrato
enzimatico do fungo T. auranticus obtido por cutivo em fermentacdo soélida. Gel
espelho foi feito com as mesmas amostras e coradas pelo método de prata (XynA _Sc
e XynA_Pp) e EZBIlue (XynA_Ec). As amostras sem ferver n&o tiveram suas atividades

xilanoliticas reveladas em zimograma.
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Figura 5 — A analise de SDS-PAGE 12% de XynA_ Ec, XynA_Sc e XynA_Pp recombinantes
purificadas. M: Marcador de massa molecular (Sigma S8445) — 205, 116, 97,4, 84, 66, 55, 45, 36,
29, 24, 20,1, 14,2, 6,5 kDa. XEc/1: xilanase em E. coli. XSc/2: xialnase em S. cerevisiae. XPp/3:
xilanase em P. pastoris. XTa: xilanase homoéloga de T. aurantiacus. (A) Gel SDS-PAGE
revelado por EZBlue e coloracdo com prata. (B) Gel SDS-PAGE com xilana 1%. (C)
Zimograma para XynA_Tau.
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Na Figura 5.A tem-se em um mesmo gel (corte) as 3 constru¢des de estudo e

de XynA Tau cedida por outra integrante do grupo de pesquisa para analise
comparativa. Neste é perceptivo que as massas moleculares das amostras de
Xya_Sc, XynA Pp e XynA_Tau sdo aparentemente préximas. A maior diferenca é
notada pela construcéo de XynA_Ec com massa molecular consideravelmente maior
devido a presenca da cauda de histidina fusionada nas extremidades. No entanto, a
diferenca no contedado de regides hiperglicosiladas das construcdes sera de fato
conclusiva apenas apos desglicosilacdo com a endo-B-N-acetilglucosaminidase H
(Endo H) como realizado por ZHAO et al., 2013. O gel da Figura 5.B foi feito com xilana
1% para coloragdo de zimograma (lado vermelho) e para espelho (parte azul e
chumbo). As bandas neste gel estdo turvas devido a presenca de xilana no meio em
solucéo do gel. Nao foi possivel verificar neste os halos de atividade xilanolitica. Os
diferenciais deste gel € que as amostras para a parte vermelha do gel (B) ndo foram
fervidas e também n&o foi adicionado SDS no gel e tampao de corrida, tdo pouco -

mercaptoetanol no tampé&o de amostra.
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Este gel foi repetido apenas para XynA_Tau (Figura 5.C), porém na presenca
dos agentes SDS, tanto em gel como no tampao de corrida, 3-mercaptoetanol no
tampéo de amostra e com fervura das amostras. O resultado foi surpreendentemente
positivo. Para este um halo de atividade xilanolitica foi observado. Isto sugere que ou
o efeito de ativagcdo da enzima por SDS e B-mercaptoetanol (3.4.3) também é
observado em meio sélido (gel) e ou este seria um indicativo de que a enzima
necessite de fervura para sua ativacao. Este efeito foi reportado para endo-xilanases

em SHEN et al. (2012), devido acao das inteinas.

3.5. Determinacdo de fatores bioquimicos das xilanases recombinantes

Dos fatores relacionados a atividade xilanolitica tem-se que o tempo 6timo de
reacdo para atividade xilanolitica para ambas constru¢des foi de 5 min, concentracéo
de tamp&o acetato de sédio 25 mM em solucéo de xilana 1%, pH 5. Todas as fracdes
apresentaram maior especificidade ao substrato comercial de xilana Beechwood,
seguida de menor atividade para xilana oat spelt (dado ndo mostrado). Para os
substratos celuloliticos CMC e avicel nenhuma atividade foi detectada, assim como
verificado por KOCABAG; GUDER; OZBEN (2015). No teste de armazenamento das
fracOes purificadas foi possivel perceber diferencas quanto a estabilidade das trés
construcdes (Figura 6).

Figura 6 — Condi¢cbes de armazenamento das xilanases recombinantes apds 24 h de

incubacao.
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Das trés construgcbes a mais estavel nas condicbes de armazenamento
testadas foi XynA_Ec, com aproximadamente 90 % de atividade residual obtido,
seguido de XynA_Sc e XynA_Pp. Dado interessante observado foi na temperatura de
refrigeracdo de geladeira, XynA_Sc e XynA_Pp mostraram atividades residuais

minima e ou nula. XynA_Ec e XynA_Pp foram ativadas quando armazenadas em
freezer -80 °C.

3.5.1. pH e temperatura 6timo e de estabilidade

O perfil de pH 6timo e temperatura 6timos foram observadas diferencas nos
perfil dos gréficos (Figura 7).

Figura 7 — Efeito do pH e da temperatura na atividade xilanolitica de XynA_Ec, XynA_Sc e
XynA_Pp.
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O dado de pH 6timo mostrou dois 6timos: um em pH 5 para XynA_Pp com 1150
U.mg* de atividade e 5,5 para as construcdes de XynA_Ec e XynA_Sc, com valores
de 182 e 49 U.mg!, de atividade, respectivamente; e outro em pH basico com 6timo
em pH 7,5 para XynA_Pp com aproximadaemente 600 U.mg* de atividade, e pH 8,5
para XynA_Sc e XynA_Ec, com 49 e 182 U.mg?. Acredita-se que esta influéncia seja
em decorréncia do tampao utilizado.

Com relacéo ao perfil de temperatura otimo obtidos foi possivel verificar que
ambas as constru¢des apresentaram um 6timo de 65 °C, com destaque para XynA_Sc
que mostrou 0 mesmo 6Otimo em 70 °C. Portanto em relacdo a valores de pH e
Temperatura Otimos obtidos existem poucas ou minimas diferencas entre as
construcdes. De fato, 0 que é perceptivel € uma diferenca com relacdo a valores de

atividade especifica, com destaque para XynA_Pp, que apesar de sua reduzida
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concentracéo obtida apds purificacdo mostrou um elevado poder de agéo catalitica da
enzima. WANG et al. (2013) obteve valores de temperatura étimo na faixa de 60 a 65
°C para linhagens de endoxilanases de Geobacillus stearothermophilus obtida por
evolucdo de dirigida e desenho racional. Portanto, as construcdes tratadas aqui
apresentam padrdes de temperatura e pH bastante interessantes do ponto de vista de
aplicacédo de endoxilanases nativas. Por outro lado, estes dados séo inferiores aos
dados obtidos pela enzima nativa (XynA_Tau) como relatado por TAN; MAYERS;
SADDLER (1987), que apresentou 6timo a 80 °C.

ZHAO et al (2013) em estudo conduzido com xilanase recombinates fungica
termotolerante, expressa em cepa de P. patoris destacou que a enzima exibiu pH
otimo igual a 5,0 em temperatura superior, 75 °C, com dados apresntados em
atividade residual (%), ndo sendo possivel aferir sobre o poder catalitico da enzima.
PARACHIN et al. (2012) obteve valor 6timo para atividade catalitica de uma xilanase
fungica recombinante clonada e expressa em S. cerevisiae em pH 3 e temperatura
otima de 50 ° C. De acordo com WANG et al. (2013), uma xilanase fungica expressa
em E. coli BL21 apresentou valores 6timos de pH e temperatura igual a 5 e 50 °C,

respectivamente.
3.5.2. pH e temperatura de estabilidade

O perfil de pH e temperatura de estabilidade foram observados na Figura 8,
abaixo.
Figura 8 — Estabilidade de pH e temperatura sobre XynA Ec, XynA Pp e XynA_Sc.
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Com relacdo ao dado de estabilidade foi perceptivel perfil bastante distintos
entre as construcdes estudadas. XynA_Pp mostrou-se totalmente estavel na regiao
de pH 6 a 8, por outro lado, XynA Ec apresentou 100% de estabilidade apenas em
pH 5, na regido préxima ao seu pH 6timo, sendo o perfil de estabilidade decrescentes
tanto para regibes acidas como para regibes béasicas. XynA _Sc de modo geral
apresentou reduzida estabilidade, com valores percentuais inferiores a 60 % para
guase todos os pH investigados. Um efeito de ativagéo foi observado proximo a regiao
do seu segundo pH oOtimo, regido mais basica. Este efeito pode ser observado
nitidamente para XynA_Ec e XynA_Sc.

De modo geral, xilanases estéo divididas em dois grandes grupos: xilanases
alcalinas e acidas, de acordo com seu pH 6timo e de estabilidade. Dentre as xilanases
estudadas (POLIZELI et al., 2005), o grupo das alcalinas sdo mais comumente
observados e melhor caracterizados (BAJPAI; ANAND; BAJPAI, 2006) devido seu poder
de atuacdo em processos que sao realizados em pH bésicos, tal como observado em
industrias de papel e celulose. Xilanases acidas sédo pouco descritas e caracterizam-
se por enzimas potenciais para o0 melhoramento do processo de conversdo da
biomassa lignocelulésica em que hidrélise acida é requerida, por exemplo, durante a
producédo de bioetanol com sacarificacdo simultaneas a fermentacéo (LINDE; GALBE;
ZACCHI, 2007). Portanto, de acordo com os conteudos aqui apresentados, dentre as
xilanases estudadas XynA _Ec e XynA_Pp sdo do ponto de vista industrial as mais
interessantes, pois mostraram-se totalmente estaveis em pH 5 e em na faixa de pH 6-
8, respectivamente, destacando-se como enzimas potenciais em bioprocessos acidos
e basicos, respectivamente.

Por outro lado, os dados de estabilidade térmica apresentados acima
mostraram que dentre as constru¢des analisadas, XynA_Ec mostrou-se mais estavel
em maior faixa de temperatura (40-85 °C) com atividade residual de 60 % a 24 %, do
gue quando comparada com as outras construcdes, que perderam totalmente sua
atividade ap0s incubacéo a partir de 70 °C. Estudo conduzido com linhagens mutantes
de endo-xilanases de Geobacillus stearothermophilus realizado por WANG et al.
(2013) mostraram que as construcdes apresentaram perda quase que total de
atividade a 70 °C apos 1 h de incubacdo. No entanto, comparando-se estas trés
construgBes aqui investigadas com sua nativa, que mostrou-se totalmente estavel
apos 8 h a 70 °C (KHANDKE; VITHAYTHIL; MURTHY, 1989), é possivel destacar que

considerando-se estes dados, as constru¢cdes aqui investigadas apresentaram
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reduzida estabilidade. No entanto, os dados de KHANDKE; VITHAYTHIL; MURTHY et
al. (1989) ndo descrevem como o experimento foi realizado, sugerindo que a enzima
pode ter sido incubada na presenca do substrato. A interacéo do substrato com o sitio
catalitico da enzima exerce uma estabilizacdo conformacional o que pode contribuir

para o efeito de termo ativacdo de XynA_Tau observado (LEJEUNE et al., 2001).

3.5.3. Efeito de ions, agente quelante, surfactante e detergente sob as xilanases

recombinantes

Enzimas tém sido comercializadas na presenca de aditivos, sais e ou agente
metalicos para manter a conformacéo e estabilidade das enzimas (CHAPLIN; BUCKE,
1990). Alguns metais, e agentes quimicos afetam significantemente a atividade de
enzimas dependendo do tipo de interacao de cations com os residuos de aminoacidos
presentes no sitio ativo da proteina, sendo possivel verificar efeito de inibicdo e ou
ativacdo enzimatica (DUTTA et al., 2008). A notavel influéncia dos ions metélicos
(ImM e 5 mM), agente quelante, surfactantes e solventes (0,1% e 0,25%) nas

atividades das xilanases de estudo estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Efeito dos ions metalicos, quelante, surfactantes e solvente na atividade de
XynA Ec, XynA Sc e XynA Pp.

pET32xil 1 mM 5mM yPGKxil 1 mM 5mM pPICxil 1mM 5mM
metais AR DP AR DP metais AR  DP AR DP metais AR DP AR DP
Controle 100 2,99 100 2,36 Controle 100 1,65 100 1,22 Controle 100 0,68 100 1,11
KCI 86,63 249 81,30 0,11 KClI 1131 513 151,14 4724 KCI 59,58 6,99 8351 9,33
MgClL, 73,42 282 77,06 344 MgClL, 88,84 11,34 66,82 8,28 MgCL, 6897 4,82 70,05 2,86
CuCl, 9817 137 7540 232 CuCl, 91,71 10,22 72,46 8,57 CuCl, 7294 750 9860 14,85
MnClL, 101,49 162 80,16 6,51 MnCL 92,45 7,03 48,11 3,78 MnClL, 104,29 846 8324 3,14
CaCl, 71,13 498 8011 6,70 CaCl, 8756 139 9288 6,72 CaCl, 86,04 1087 112,42 7,45
FeCl, 104,40 044 4576 2,57 FeCl, 8352 55 5917 10,67 FeCl, 112,24 436 58,04 6,86
CdClL, 6842 168 7201 3,27 CdClL, 92,24 6,74 7873 9,07 CdClL, 93,88 3,19 7418 6,00
HgCh 710 031 613 093 HgCL, 58,32 2,79 4524 4,63 HgCl, 355 7,17 23,79 0,80
AgNO; 63,67 3,69 50,75 4,06 AgNO; 51,09 4,74 0 0 AgNO,; 5437 1152 79,79 282
1mM / 0,10% 5mM / 0,25% 1mM /0,10% 5mM / 0,25% 1mM / 0,10% 5mM / 0,25%
ndo metais AR DP AR DP ndo metais AR DP AR DP ndo metais AR DP AR DP
Controle 100 06 100 0,843 Controle 100 0,235 100 1,234 Controle 100,00 0,33 100,00 0,56
B-merc 99,59 1,27 127,02 1,76 B-merc  189,4 6,88 370,52 25,84 B-merc 125,66 13,48 161,35 20,73
TX-100 155,77 5,07 134,95 9,92 TX-100 1351 8,89 122,12 13,36 TX-100 157,82 15,47 109,47 3,80
Tween 136,25 3,59 108,13 7,45 Tween20 112,3 10,15 139,45 10,84  Tween20 133,79 7,89 146,18 4,92
EDTA 7331 6,82 8844 291 EDTA 1834 271 0 0 EDTA 0,00 0,00 000 0,00
SDS NA NA SDS 2095 157 145 441 SDS 142,37 10,20 93,42 18,00
DMSO 101,56 6,15 11456 0,82 DMSO 1133 282 8531 5,07 DMSO 7511 6,33 4995 3,97

TX: Triton X-100

B-merc: B-mercaptoetanol
AR: Atividade residual
DP: Desvio padrao

NA: Nao analisado
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Para melhor compreensédo dos dados da tabela os efeitos de ativacado aqui
relatados foram destacados de azul. Neste sentido, os principais efeitos de ativagao
das xilanases estudadas foram observados para os componentes ndo metalicos, tais
como B-mercaptoetanol, Triton X-100 e Tween 20, que ativaram fortemente as trés
linhagens de enzimas estudadas. Destaque para XynA_Sc que exibiu o maior efeito
de ativacdo aqui observado na presenca de 5 mM de (3-mercaptoetanol com valores
percentuais de 270,52% de ativacao. Este fato foi também observado por ZHAO et al.
(2013) e estudos sugerem que a razao para isto € devido a neutralizacdo dos efeitos
da oxidacdo da ligacdo dissulfeto entre os residuos de cisteina (HECK et al., 2006).
Diferentemente, -mercaptoetanol ativou XynA_Ec apenas em maior concentragao.
Estes dados de super ativacdo para XynA_Sc, aliada a baixa taxa de producéo e
aprisionamento da proteina no espaco periplasmatico pode ser um indicativo de
elevada modificacdo pos-traducional em cepa de S. cerevisiae. DMSO ativou
XynA Ec em ambas concetragbes analisadas e XynA_Sc apenas em menor
concentracdo. SDS ativou fortemente as duas linhagens investigadas, apenas em
menor concentracdo. XynA _Sc exibiu valores surpreendentes de 109% de ativacéo,
destacando-se como segundo maior efeito aqui observado. De fato, este efeito de
ativacao por SDS é nao é muito usual, pois de modo geral estudos sugerem um efeito
contrario, de inibicdo. Este fato foi observado para xilanases produzidas por A.
versicolor (CARMONA et al., 2005) and Termitomyces sp. (YANG et al., 2010). O efeito
de ativacdo por componentes ndo metalicos é de fato um diferencial para aplicacao
de enzimas em bioprocessos que muitas vezes sao realizados na presenca de varios
aditivos.

Por outro lado, o efeito de ativacdo devido a presenca de ions metélicos em
solucéo enzimatica foi menos pronunciado. Para estes, o ion Mn?* e Fe3* apresentou
um suave efeito de ativacdo, quando em menor concentracdo, para as construcoes
em XynA_Ec e XynA_Pp. ions K* exibiu um aumento na atividade residual em 13,1 %
e 51,14 % nas concentragcdes de 1 mM e 5 mM para XynA_Sc. Por outro lado,
XynA_Pp foi ativada por fon Ca?* apenas a 5 mM. Uma tendéncia geral tem sido
reportada por destacar que os ions Ca?* e Mg?* (ZHOU et al., 2009; YANG et al., 2008)
exercem efeito de ativacao, isto porque esses ions ajudam a estabilizar o complexo
Enzima-Substrato, o que pode contribuir para o efeito de aumento na atividade
enzimatica (JUTURU; WU, 2012).
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Uma forte inibicdo foi observada pelo quelante EDTA para todas as enzimas
estudadas, com destaque para XynA_Pp com inibig&o total e XynA_Sc inibigao parcial
a 1 mM EDTA e total com 5 mM de EDTA. Efeito menos drastico foi obtido para
XynA_Ec com inibicdo parcial para ambas concentracdes. O efeito de reducdo na
atividade pelo EDTA foi relatado anteriormente por YAN et al. (2009) em xilanase de
Streptomyces matensis. EDTA € utilizado para remocdo de metais em solucao,
portanto a reducdo da atividade de ambas linhagens sugere que a XynA Sc e
XynA_Pp requerem metal para desempenhar sua atividade (MANDER et al., 2014,
SHAH; MADAMWAR, 2005).

Os outros ions tiveram no geral efeito de inibicio em ambas concentracdes
estudadas. Dentre estes as maiores inibicdes pronunciadas foram na presenca de
Hg?*, com forte efeito sob XynA Ec e XynA Pp e Ag* com inibicdo total apenas em
XynA_Sc a5 mM. Inibi¢cbes fortemente pronunciadas devido a presenca destes metais
foram também observadas por CHAPLA et al. (2013) no estudo de uma endoxilanase
de Aspergillus foetidus MTCC 489.

3.5.4. Cinética enzimética

Na faixa de concentracdo de substrato investigada de 0,5 a 20 mg.mL™?, as
construcdes de xilanases foram compativeis com o perfil de cinética de Michaelis-
Menten (Figura 9).

Efeito de inibicdo pelo substrato foi observado em XynA_Sc em a 20 mg.mL™.
O mesmo nao foi observado para as outras enzimas recombinantes estudadas. Para
estas curvas os valores de Km e Vmax obtidos foram de 9,65, 16,06 e 7,66 mg de
xilana.mL* e 28,55, 1136,74 e 58,27 U.mL, para XynA Sc, XynA_Ec e XynA_Pp,
respectivamente. De modo geral, xilanases fangicas apresentam Km na faixa de 0,5-
12,5 mg.mL* (TEUNISSEN et a., 1993; CHEN; CHEN; LIN, 1997), pois as enzimas
apresentam diferentes afinidades pelo substrato de xilana. Neste sentido,
considerando-se que quanto menor o valor da constate Km, maior a afinidade pelo
substrato, estas construcdes apresentaram diferentes valores de Km, indicando
diferentes niveis de afinidade pelas linhagens estudadas ao substrato comercial xilana

beechwood.



80

Figura 9 — Graficos de Michaelis-Menten das xilanases variando-se a concentracao de xilana
beechwood (0,5 — 20 mg.mLt) em ensaio de atividade xilanolitica realizado a 65 °C pH 5-5,5,
durante 5 min de reacao para XynA_Sc, XynA_Ec e XynA_ Pp.
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4. CONCLUSOES

A endo-1,4-B-xylanase de Thermoascus aurantiacus clonada e expressa em
trés organismos distintos, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae e Escherichia
coli mostrou perfis de expressao e bioquimicos totalmente diferentes. A menor taxa
de expressédo na fracdo soluvel foi obtida por XynA_Sc, a qual foi observada maior
conteudo proteico na fracdo intracelular, possivelmente devido ao efeito de forte
modificacdo pos-traducional, como formacéo de ligacdes dissulfeto ndo nativas que
podem prejudicar ndo somente 0 processo de transporte para o meio extracelular,
como suas caracteristicas bioquimicas. Este fato foi comprovado pelo forte efeito de
ativagcao quando na presenca de 3-mercaptoetanol, com valores surpreendentemente
elevados, ativacdo em 270,52% com 0,25% do agente quimico, que ocorreu devido a
neutralizacdo dos efeitos da oxidacdo da ligacdo dissulfeto entre os residuos de
cisteina. Esta forte acdo ativadora foi observada também em Pichia pastoris, porém
em valores percentuais bastante inferiores, com 61,35% de ativacdo com 0,25% de
substancia em solugédo. Portanto, diante destes fatores, S. cerevisiae mostrou-se
como pior hospedeiro para producéo heteréloga de XynA Tau. P. pastoris e E. coli
mostraram-se como bons organismos para expressao heteréloga de XynA_Tau, com
elevada taxa de expressao nas condicdes 6timas estabelecidas. XynA Pp destacou-
se pela sua consideravel estabilidade na faixa de pH neutro ao basico (pH 6-8),
caracterizando-se como uma enzima promissora para aplicacdo em bioprocessos
basicos. Por outro lado, XynA_Ec destacou-se pela sua estabilidade em pH 5, acido,
e maior resisténcia a ampla faixa de temperatura (40 a 85 °C), o que a faz uma enzima
atrativa ndo apenas para atuar como enzima auxiliar no processo de deslignificacédo
da biomassa por hidrélise acida, como também em bioprocessos que ocorram em

temperaturas elevadas.
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ABSTRACT

The GH10 endo-xylanase from Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 (XynA) is
industrially attractive due to its considerable thermostability and high specific activity.
Considering the possibility of a further improvement in thermostability, eleven mutants
were created in the present study via site-directed mutagenesis, using XynA as a
template. XynA and its mutants were successfully overexpressed in Escherichia coli
Rosetta-gami DE3 and purified, exhibiting maximum xylanolytic activity at pH 5 and 65
°C. At 70 and 75 °C, respectively, the three most thermostable mutants (Q158R,
H209N and N257D) retained an average of 31-22 %, 46-41 % and 24-10 % higher
activity than the wild type (WT). Q158R and N257D were stable in the pH range 5.0 —
10.0, while WT and H209N were alkali-thermostable (pH values 8, 9 and 10). CD
analysis demonstrated that the WT and the three mutant enzymes were expressed in
a folded form. H209N was the most thermostable mutant, showing a Tm of 71.3 °C.
Molecular and dynamics modeling analyses suggest that the increase in H209N
thermostability is attributed to a higher number of short helices and salt bridges, which
displayed a positive charge in the catalytic core, stabilizing its tertiary structure.
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1. INTRODUCTION

Hemicelluloses are the most abundant heteropolysaccharides in nature,
representing about 20-35 % of the lignocellulosic biomass [1], depending on the type
of plant. Of great industrial interest, xylan is the main constituent of hemicelluloses and
the second most abundant cell wall polysaccharide. It is covalently attached to
cellulose, and non-covalently to lignin and other cell wall components that are relevant
to the cellular integrity [2,3]. It consists of a homopolymeric backbone of (-1,4-
xylopyranose residues, including some branch points, such as [1-1,3-arabinose and [1-
1,2-glucuronic residues [4], releasing xylooligosaccharide units after the hydrolysis
catalyzed by the endo-1,4-B-xylanase (E.C. 3.2.1.8) [5].

In the last decade, increased attention has been devoted to endo-1,4-B-
xylanases because of their wide range of industrial applications, either alone or in
combination with other hemicellulases [6]. These enzymes have been applied in food
and feed processing industries, biobleaching of kraft pulp [5,7,8] and at the biofuels
industry, where they are employed in the conversion of the lignocellulosic biomass into
fermentable compounds [7,9,10]. However, severe reaction conditions, such as
extreme temperatures and pH, restrict the industrial applications of endo-xylanases
[7,11,12]. In this sense, the improvement of thermostability and thermotolerance of
several microbial enzymes (fungal and bacterial), directed evolution, has been
reported in literature [12—-17].

XynA, the wild-type GH10 endo-xylanase from T. aurantiacus, is very attractive
for biotechnological applications due to its considerable thermostability and high
specific activity [18,19]. It is emphasized that site-directed mutagenesis is a promising
strategy for further improvement of enzymes by site-directed mutagenesis [18] in
relation to its ability to withstand high temperatures.

Therefore, in the present study, the gene xynA, encoding a GH10 xylanase of
T. aurantiacus CBMAI 756, was cloned and recombinantly overexpressed in E. coli for
use as a platform for the construction of site-directed mutants. The mutants were
subjected to biochemical and biophysical characterization and the three most

promising enzymes based on thermostability were chosen for more in-depth studies.
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The secondary structure of these proteins was obtained by molecular modeling and
the structural features were determined by molecular dynamics, showing the effect of
the change of amino acid residues on thermostability. These three mutants were
observed to be good candidates for future molecular approaches using directed
evolution, such as DNA shuffling or epPCR reactions, in order to construct other even

more stable xylanases.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Cloning of the gene xynA TA

The gene xynA_TA without signal peptide (909 bp) was amplified with Q5 High-
Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs, Beverly, MA) using the primer set
PET-28axynA, with plasmid pPIC9xynA as template (Table 1). The forward and
reverse primers added Ncol and Notl restriction sites, respectively, which allowed the
ligation of the ORF into a pET-28a expression vector with a C-terminal His6-tag. Both
primers were employed in 50 pL amplification reactions, using 0.2 ng of DNA
(pPIC9xynA) and a final concentration of 1 x Q5 buffer, 0.2 mM dNTPs, 0.2 pmol.uL?
each primer and 0.02 U.uL! of Q5® High-fidelity polymerase. Cycling conditions were
performed following kit instructions: initial denaturation at 98 °C for 10 s: 30 cycles at
98 °C for 30 s, 60 °C for 30 seconds and 72 °C for 30 seconds; and final extension at
72 °C for 2 minutes. The amplicon was purified using MinElute PCR Purification kit
(Qiagen), linearized and ligated into a pET28a using T4 Ligase (Promega). The
biological material was propagated using chemically competent NEB 10-beta E. colli
cells (New England BioLabs) and plated on LB-agar supplemented with kanamycin (50
ug.mL1). After DNA sequencing, competent Rosetta-gami (DE3) cells (Novagen) were
transformed with the recombinant plasmid pET-28a_xynA and used for heterologous

expression.

2.2. Site-directed mutagenesis

Eleven site-directed mutations were constructed using the Q5® Site-Directed
Mutagenesis kit (New England Biolabs) following the manufacturer’s instructions, at a
final concentration of 0.5 [JM of each oligonucleotide pair (Table 1) and 25 ng of pET-

28a_xynA plasmid DNA as template. The annealing temperature was set at 54 °C. The
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mutant constructs were transformed in NEB 5-alpha chemically competent E. coli cells
and plated on LB agar supplemented with kanamycin (50 pug.mL™?). The effective
ligation of all mutant constructs was confirmed by DNA sequence analysis using the
primers pET-28axynA (Tablel) (Fig. S1).

For all mutations, a rational design was used, based on the three-dimensional
structure deposited in PDB (1TUX). C255G was designed to explore the protein
expression effect after the change of the unique Cys of the C255-C261 disulfide bond,
which is conserved in the majority of the xylanases in family F/10 [20]. Other mutants
were proposed to investigate the stability and improve the catalytic power of the
xylanase from T. aurantiacus. The contribution of the amino acid position on the salt
bridge, either buried (R124-Q232) or on the surface (R190-Q150), was investigated for
the mutations R124A and R190A. Mutants H209N and H83N were designed to
observe wether the His residues are related to the ionization effects of the catalytic Glu
residues as reported by Natesh et al. [18]. Mutants L219D, N250D, N257D, Q259D,
Q158R and Y181K were constructed to increase the number of acid and basic amino
acid residues in XynA, which could contribute to create more salt bridge interactions

[21] in its structure.

2.3. Heterologous expression, enzyme purification and quantification

Rosetta-gami (DE3) cells (Novagen) were individually transformed with plasmid
constructs pET-28axynA (wild type and mutants Q158R, H209N and N257D) and
grown at 37 °C and 250 rpm in 50 mL of LB medium supplemented with kanamycin
(50 pg.mL1). Protein expression was induced after 4 hours of growth by the addition
of 0.4 mM isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). The cells were collected by
centrifugation (10 min at 10,000 xg) and disrupted using BugBuster® 1X Protein
Extraction Reagent (Novagen) in the presence of Lysonase (10 uL.g? cells). Both
soluble and insoluble fractions were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis and
enzymatic activity, as described below.

The wild-type (WT) and mutant enzymes were purified from the crude cell
extract using a HisPrepFF 16/10 column (GE Healthcare Life Sciences) and an Akta
Purifier FPLC system (GE Healthcare Life Sciences). Protein samples were
concentrated (Amicon 10000 NMWL concentrators, Merck Millipore) and quantified

(Varian Cary 50 Bio UV-Visible spectrophotometer, Agilent Technologies) at 280 nm,
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considering a molar extinction coefficient of 57660 [22]. All steps of enzyme expression
and purification were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis using (12 %) SDS
polyacrylamide gels [23] with Broad Range molecular marker (200-6.5 kDa, Bio-Rad).

2.4. Biochemical, biophysical and structural properties of XynA (WT) and mutants

2.4.1. Effects of temperature and pH on xylanase activity and stability

Unless otherwise stated, the xylanolytic activity was determined by the 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) method [24] in a micro-plate assay, as described by [25], in
a 5-min reaction, using 1 % xylan from beechwood (Sigma) as substrate. One
xylanase unit was defined as the amount of enzyme required to generate 1 umol of
reducing sugar per min, using xylose as a standard product. A control reaction
consisted of the addition of the enzyme after reaction incubation with DNS. All assays
were performed in triplicate.

The optimal temperatures for enzymatic activity were tested in reactions
performed in 50 mM sodium acetate buffer pH 5, over the temperature range from 40
to 80 °C. Thermostability was assessed by incubation of the enzyme for 1 hour at 70
°C and 75 °C. The residual activities were calculated as percentages of the initial
activity without treatment (100 %) [26]. The optimal pH values and pH stability of the
enzymes were determined by assays in a wide pH range, using 50 mM of four different
buffer solutions (pH 3.0: glycine-HCI; pH 3.5-5: sodium acetate; pH 5.5-9: tris-
aminomethane; and pH 9.5-10.5: glycine). Optimal pH was determined at 65 °C, while
for the pH stability measurements, the enzymes were first incubated for 24 h without
the substrate at room temperature, following assays at 65 °C in pH 5. The residual

activities were compared to a control reaction, without treatment (100 %) [26].

2.4.2. Spectroscopic analyses

Circular Dichroism (CD) measurements were carried out in a Jasco-815
spectropolarimeter with a Peltier-type temperature control system. All experiments
were analyzed using a protein concentration range of 2-3.5 uM in 20 mM HEPES
buffer, 50 mM NaCl, pH 7.4. Thermal unfolding experiments monitored by CD signal
were performed with a melting rate of 1 °C/min at 220 nm. All CD profiles were

normalized for molar residual ellipticity (MRE) and the temperature at the midpoint
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transition (Tm) was obtained by fitting the CD data to a sigmoidal Boltzmann function

using the software Origin 8.1.

2.4.3. Molecular modeling and Molecular dynamics simulation of XynA and its

thermostable mutants in solution

The 3-D structures of XynA and its mutants (Q158R, H209N and N257D) were
homology-modeled using the program MODELLER 9.9 [27] based on a known crystal
structure of XynA (PDB code: 1TUX). They were subjected to Molecular Dynamics
(MD) simulation processes for 50 ns at 338 K in water containing 100 mM NaCl and
pH5.0, using the GROMACS molecular dynamics package (version 4.5.5) [28, 29].
GROMOS53A6 force field [30] and Single point charge (SPC) as water model [31]
were used to construct the models of XynA and the mutants. The temperature was
kept constant using V-rescale [32] thermostat with coupling constant [ = 0.1 ps1.
Constant pressure was held at 1 atm by a Berendsen barostat [33] with coupling
constant [0 = 0.1 pst. Integration of Newton’s equation of motion was performed by
the leapfrog algorithm with a time step of 2 fs. Long-range electrostatic interaction was
treated using fast particle-mesh Ewald electrostatics (PME) [34]. A cutoff of 1.25 nm
was implemented for the Lennard—Jones and the direct space part of the Ewald sum
for Coulombic interactions. The Fourier space part of the Ewald splitting was computed
using the particle-mesh Ewald method [34], with a grid length of 0.15 nm.

Thermostability was monitored by root mean square fluctuation (RMSF),
analysis of the secondary structure (Procheck) [35], number of hydrogen bonds (tool
g_hbond, GROMACS) and salt bridges (Pymol) [36]. The residual a-carbon flexibility
and the number of hydrogen bonds were calculated by the tools g_rmsf and g_hbond
from GROMACS, respectively. The evaluation of salt bridges formation was performed
using the ESBRI interface [37].

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Expression and Purification of XynA and the mutants

XynA and its mutants were successfully expressed as soluble proteins in
Rosetta-gami (DE3) cells (Table 2), yielding highly purified bands (Fig. 2) of the

expected molecular weight (~ 33 kDa), with minor variations due the amino acid
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changes, as analyzed by a molecular mass prediction software
(http://www.expasy.org/proteomics). The few additional protein bands present on the
gel may be proteolytic fragments (lower faint bands) or an E. coli protein that has non-
specifically bound to XynA (higher band). This is the first report of successful

recombinant overexpression of mutant and WT XynA from T. aurantiacus using E. coli.

3.2. Biochemical properties of XynA and the mutants

As observed in Table 2, XynA (WT) presented the greatest activity at 65-75 °C
and pH 5, while all mutants had the highest activity values at 65 °C and pH 4.5-5.0,
except for R190A and N257D, which presented slightly different values (70 °C, pH 4.5-
5.5). Thus, the following experiments were performed at 65°C and pH 5, as specific
activity values for all the enzymes presented only negligible standard deviations in this
assay condition.

The pH stability for XynA showed two interesting points: it presented a great
stability in the basic area and reduced stability in the acidic zone, while the optimum
pH was 5.0. These data suggest that the treatment for 24 h in basic pH exhibited a
positive effect, increasing the activity. In the acidic area, the enzyme worked with about
40 % of its stability. Although the optimum pH is around 5, the long incubation time
may have caused a destabilizing effect on the tertiary structure, leading to a loss of
catalytic activity. Interestingly, Q158R and N257D exhibited higher pH stability profiles
than all other mutants, with enzymatic activity remaining constant in the whole pH
range investigated (Fig. 1). These data suggest that the mutations on the surface by
charged amino acids increased the stability of the whole structure, favoring
intramolecular interactions. On the other hand, mutant H209N had a reduced stability
compared to the WT, probably because the His residue at position 209 may have an
important role on the catalytic site, acting as the ionization effect upon the Glu residues
in the catalytic core of the enzyme, such as described by [18]. Therefore, the
substitution by an Asn provoked a loss on enzymatic activity (Fig.1).

In thermostability assays, the three best mutants, Q158R, H209N, and N257D,
presented a significantly higher residual activity than XynA (Table 3), 1.8 to 2.5 fold
higher at 70 °C and 2.6 to 8 fold at 75 °C, thus confirming the success of the site-
directed mutagenesis assays and the great potential for use of these three mutant

enzymes in future experiments involving thermostability. All other mutants were less
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stable than the three selected mutant enzymes (data not shown). In all temperatures,
the least activity was observed for N257D and the greatest for H209N. Khandke et al.
[20] reported that XynA isolated from T. aurantiacus showed full activity after 8 hours
at 70 °C. However, this level of stability was not observed in our assays when the
enzyme was incubated without substrate. It is unclear from the original work whether
the native enzyme was incubated in the presence of substrate, which would provide a

stabilizing effect on the enzyme [38], contributing to an increase in its thermostability.

3.3. Spectroscopic analyses

CD spectra analyses (Fig. 2) revealed that XynA and the mutant constructs were
purified in a folded conformation, with a negative minimum at 220 nm, suggesting a
predominantly a-helix structure for all the proteins. Interestingly, mutants N257D and
Q158R had a smaller CD signal at 220 nm than the other two enzymes, especially in
the case of Q158R, which might indicate that the enzyme was losing its folded
structure. H209N was the most thermostable of the mutants, making it the most
successful mutant constructed in this study in terms of thermostability.

To understand how the mutations (Q158R, H209N and N257D) affected the
thermostability of the recombinant endo-xylanase (GH10 XynA), these purified
constructs were heated to 90 °C and monitored by CD signal at 220 nm. MRE (Mean
residue ellipticity) data of each construct were obtained as a function of temperature
(Table 3), revealing Tm (melting temperature) values of 70.4 to 71.3 °C, which confirms
them to be thermophilic enzymes. More interestingly, XynA (WT) (Tm 70.9 °C) was
observed to be more thermostable than most of the other xylanases described in
literature [39]. For instance, the GH11 xylanase from Thermomyces lanuginosus has
a Tm of 66 °C [40], while the GH10 xylanase from Trichoderma reesei has a Tm of 62
°C [41]. Furthermore, although the differences among the mutants were small, mutant
H209N was slightly more thermostable than XynA and the other constructs, presenting
aTm of 71.3 °C (Table 3).
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3.4. Molecular modeling and Molecular dynamics simulation

As observed in the molecular dynamics simulation using MODELLER at 338K
(Fig. 3), the secondary structures of all mutants were very similar to that observed for
XynA, conserving the (a/B)s TIM-barrel fold structure.

RMSF is a measure of the displacement of a particular atom, or group of atoms,
relative to the reference structure. In this study, flexible residues were defined as the
residues showing the highest a-carbon flexibility among all the residues in a protein,
thus presenting higher RMSF values. Rigid residues were defined as the residues
showing the lowest flexibility (lower RMSF values). RMSF results showed the mutants
have some high fluctuations in the N-terminal and C-terminal regions, more specifically
between 2-B3 and between $3-B4. However, mutants Q158R, H209N and N257D did
not change the RMSF profile in these positions nor the fluctuation of the eight sheets
that compose the protein core (Fig. S2). Studies suggest that the protein core is the
main determinant of protein stability and activity [42, 43]. For instance, even though
the mutation in H209N is close to the protein core (Fig. 3), the stability of core was
conserved, therefore xylanase activity was maintained.

Natesh et al. [18] showed that the substrate-binding active site of four xylanase
structures from family F/10 occurred in negatively-charged regions. However, XynA
and the mutants presented positive and negative charges in the surface of the
substrate-binding active site (Fig. S3), with significantly more positive charges in
H209N than in the other models. As the highest specific activity (~1850 U.mg™') was
observed in this mutant, these data may suggest an influence of the charges in the
substrate-binding active site on xylanolytic activity, with specific activity increased for
the models with a high number of positive charges at the binding active site. In this
sense, XynA (1290 U.mg™) and Q158R (765 U.mg?) exhibited a similar distribution of
charges with buried negative charges, while N257D, which presented the lowest
specific activity measured (550 U.mg?), displayed negative charges more exposed to

the surface than the other enzymes.
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3.5. Influence of other structural features upon XynA thermostability

As described above, eleven mutants were obtained for this study and revealed
interesting characteristics in relation to the changes in the stability profile and the
catalytic performance of XynA_TA.

The change of the first cysteine in the C255-C261 disulfide bond, which is
conserved in the majority of the F/10 family xylanases [20], by a Gly residue, resulted
in reduced activity and thermal tolerance, with almost complete denaturation after 1
hour at 60 °C, confirming that this interaction is crucial for proper protein folding,
stability, and activity [44]. Not all three His residues exercise a significant role in
enzymatic activity at high temperatures - only H209N, which presented the highest
thermostability values in this study (Table 3). The higher number of weak interactions
and structural artifacts (short helices and salt bridges) in relation to the native form of
XynA might also be related to this increase in thermostability, as suggested by
literature [45, 46, 47, 18, 21]. Furthermore, of the other six mutants which were
developed with a higher number of acidic and basic amino acids than the native form,
only N257D presented an increase in the number of salt bridges and short helices,
while Q158R had the number of short helices increased, in both cases improving
thermostability.

4. CONCLUSIONS

The endo-1,4-B-xylanase from Thermoascus aurantiacus had its thermostability
successfully improved by SDM. Based on rational design, eleven mutants were
proposed, three of which (Q158R, H209N and N257D) exhibited the best performance
in thermostability assays. The results of CD indicate that the enzymes were correctly
folded. Tm values proved they are thermophilic enzymes, with the mutant H209N
presenting the highest Tm. This mutant had an increase of four salt interactions and
three short helices and presented a positive charge in the substrate binding active site
region. MDS data added important information about the thermostability of the
xylanase mutants and WT, revealing a positive correlation of thermostability to the
content of positive charges in the enzymatic core. The best mutants generated, as well

as XynA (WT), show high biotechnological potential and can be good candidates for
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future approaches using directed evolution to obtain other mutants with even greater

thermostability, as well as other interesting proprieties for industry.
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Figure Legends

Figure 1 — pH stability profile. -e- xynAc; -m- Q158R; - ¥- H209N; and —A- N257D. A
clear preferential activity is observed for H209N and XynA (WT) in the basic zone,
whereas Q158R and N257D presented a high residual activity in the whole pH range.

Figure 2 — Secondary structure of XynA and its mutants after purification. MRE of
mutants showing that all enzymes had a predominantly a-helix profile with a minimum
at 220 nm. (Inset), SDS-PAGE analysis of the endo-xylanase variants after the
purification and concentration steps. (M) SDS-PAGE molecular weight standard, Broad
Range (Bio-Rad) 200; 116.3; 97.4; 66.2; 45; 31; 21.5; 14.4; 6.5 kDa; (line 1) XynA at
3.3 mg.mL; (line 2) Q158R at 1.7 mg.mL%; (line 3) H209N at 0.9 mg.mL?; (line 4)

N257D at 0.13 mg.mL™.

Figure 3 — Model structure of XynA (WT) built by MODELLER based on the PDB ID
code 1TUX. Mutants Q158R, N257D and H209N are highlighted. The red sticks are

the amino acids from XynA and the blue sticks are the modified amino acids.

Figure 4 — Models of XynA (WT) and its mutants. A. Before the simulation. B. After the
simulation of 50 ns in water with NaCl (100 mM) at 338 K. The helices are in cyan, the
sheet in purple and the loops in wheat. The disulphide bridge between C255 and C261

is in orange.
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Table 1 — Oligonucleotide pairs used for plasmid construction and site-directed

mutagenesis.

Constructions

Oligonucleotide sequences (5'>3’)®

PET28axynA system®
R124A
R190A
Q158R
Y181K
L219D
H209N
H83N
N250D
N257D
Q259D

C255G

GGCCATGGGCCAAGCTGCACAGAGT
GGGCGGCCGCTCACTGCTGCAGG
GGCAAGATCGCTGCATGGGACGTG
CTTGTACCGGGTCATCAAGG
CATTGTCAACGCCGTCAAGCAA
GCCTGCGTCTTGGGGTACGA
GATTGCTTTCCGAACCGCCCGCG
GGGATGTAATCCTCCCCGATG
CAGTGCCTCGAAACCCAAGACGCAG
TCGAGGTTGTAATCGTTGAT
GAGCCAGTGTTGATCAGGCTCTTCCG
CCTGACCAGCGCTGAGGTGCG
GGATCGCAAACGAACCTCAGCGCTG
TATGCCGTCAATCGGGACTCC
CCGTGGCAATACTCTTGTATGG
ATCAGCTTTCCATTTTGCTGG
GATTACGTCGATGTCGTGAACG
CGTCGAGCTAGCACCAGCCACG
CGCTTGCCTCGACGTGCAGTCC
TTCACGACATTGACGTAATCCG
CTCAACGTGGATTCCTGCGTGGG
GCAAGCGTTCACGACTTG
CGTGAACGCTGGCCTCAACGTG
ACATTGACGTAATCCGTCGAGC

® The nucleotide alterations achieved by site-directed mutagenesis are underlined.
®) Cleavage sites for the restriction enzymes (Ncol and Notl) are in italics and underlined.
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Table 2 — Total protein content, specific activities in the optimum temperature and ideal
pH and temperature for all the enzyme variants constructed in this work.

Enzyme Total protein Specific Activity Optimum T  Optimum
Variants (mg.100mL™1) (U.mg™?) (°C) pH
XynA 3.12 1283.96 + 39.60 65-75 5
R124A 0.72 855.93 £ 61.71 65 4.5
R190A 6.10 1132.61 +19.29 70 4.5
Q138R 0.67 762.74 + 6.01 65 4.5
Y181K 211 1087.41 + 40.82 65 5
L219D 4.73 1318.53 + 22.64 65 5
H209N 6.92 1849.03 +
112.89 65 5
H83N 2.45 17.71 +2.41 65 4.5
N250D 0.74 1092.30 +
108.30 65 5
N257D 3.47 549.88 + 5.59 70 5.5
Q259D 1.67 922.59 +48.22 65 5
C255G 4.82 954.56 + 45.02 65 5

Table 3 — Residual activities of XynA (WT) and the best mutant enzymes at 70 °C and
75 oC and some of their structural features Tm values were monitored by the MRE
signal at 220 nm. The number of salt bridges and short helices was obtained after 50
ns simulation in water with NaCl (100mM) at 338K.

o o o Salt Short
(70°C) (75°C) m (°C) bridges helices
Residual Residual
activity (%) activity (%)

XynA 30.28 £2.27 5.94+1.99 70.9 13 1
Q158R 6152 +4.70 28.32+514 709 15 3
H209N 76.52 +0.59 47.46+599 713 17 4
N257D 53.93+2.11 1591+255 704 15 2
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Fig. S1.
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Figure S1 — Multiple alignment of TaXynl0 amino acid sequence (GenBank:
AF127529.1) and PDB structure model (1TUX) highlighting the eleven mutation sites
studied in the present work. H83N in purple, R124A in light red, Q158R in dark yellow,
Y181K in pink, R190A in orange, H209N in dark blue, L219D in light blue, N250D in
gray, C255G in yellow, N257D in dark orange and Q259D in dark green.
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Figure S2 — RMSF per aminoacid residue of XynA and its mutants in 100 mM NaCl
solution, at 338K. Black, red, orange and blue lines represent XynA (model), Q158R,
mutants, respectively.

H209N and N257D

Fig. S3.

Figure S3 — Distribution of the surface charge potential in the substrate binding active
site region of XynAc (A) and its mutants Q158R (B), H209N (C) and N257D (D). Blue
represents the positively and red negatively charged regions.
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CAPITULO 3

Estudo in silico das combinacdes de trés mutantes de endoxilanase de T.
aurantiacus obtidos por mutagénese sitio dirigida, Q158R / H209N / N257D, e
determinacao de fatores bioquimicos relacionados a estabilidade
(Dados seréo submetidos como short manuscript a Journal of Theoretical Biology)
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RESUMO
Trés mutantes de endo-xilanase de Thermoascus aurantiacus (XynAc), Q158R /
H209N / N257D, obtidos por mutagénese sitio dirigida a partir de informacdes
estruturais e fatores relacionados a termoestabilidade foram em primeira etapa
caracterizados e selecionados (Capitulo 2) dentre os onze mutantes construidos.
Estes destacaram-se em relagcdo aos outros devido a melhoria de seus fatores
bioquimicos e estruturais relacionados a resisténcia térmica. Nesta etapa, objetivou-
se a partir de estudos de modelagem e dinamica molecular, por homologia com a
estrutura depositada no PDB (1TUX), adquirir informac@es in silico dos mutantes
combinados, tomadas as quatro possibilidades de combinagcbes (Q158R/ H209N;
Q158R/ N257D; Q158R/ H209N /N257D; H209N /N257D). As caracteristicas
estruturais dos modelos foram determinadas pelo RMSD, RMSF, interacfes de
hidrogénio e interacBes idnicas. Foi possivel concluir que todos os mutantes
combinados tiveram o numero de interacBes salinas na estrutura expressivamente
aumentadas e Q158R/ H209N /N257D mostrou-se do mais termoestavel, com menor
RMSF. Portanto, tratam-se de mutantes potenciais que possivelmente podem
contribuir para caracteristica de estabilidade térmica e de pH desejada em ambientes
de elevado estresse como em biorreatores industriais, justificando a construcao dos

mesmos in situ (laboratério), bem como caracterizacdo e aplicacéo.

Palavras-chave: modelagem molecular, RMSD, RMSF, estrutura, endo-xilanases.
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1. INTRODUCAO

As simulactes de Dinamica Molecular (DM) tém sido rotineiramente utilizadas
para investigar a estrutura e funcdo de biomoléculas (Steinbach et al., 1993; Karplus
& McCammon, 2002). Sua metodologia € fundamentada nos principios da Mecéanica
Classica e tem como principal proposta descrever como as posicoes, as velocidades
e as orientacdes dos atomos que constituem o sistema em estudo variam em funcao
do tempo.

O modelo baseado em estrutura € um modelo minimalista que descreve as
propriedades do enovelamento de proteinas e permite explorar uma grande faixa de
parametros dos sistemas em razoavel custo computacional (Pande et al., 1957,
Whitford et al., 2009). Neste, a escolha de qual modelo utilizar, modelo com todos os
atomos e ou modelo Ca, é baseada nas informagdes que se deseja obter. No presente
estudo, foi utilizado o modelo com todos os atomos, uma vez que as informacdes
sobre as cadeias laterais sdo importantes para o entendimento do empacotamento e
interacdo entre os residuos de aminoacidos para verificar as interacdes salinas por
exemplo. Deste modo, os parametros da expressdo do potencial modelo séo
alcancados por meio da estrutura nativa da proteina depositada no Protein Data Bank
(PDB). Neste caso, a endo-xilanase de Thermoascus aurantiacus teve sua estrutura
previamente resolvida por cristalografia de raios-X e foi depositada no Protein Data
Bank (PDB), 1TUX, a qual foi utilizada neste estudo como modelo.

Os dados de RMSD e o RMSF foram aqui utilizados para determinar os fatores
estruturais e de estabilidade das construcéo in silico. O valor do desvio da raiz média
guadratica (RMSD) é a medida da distancia média entre os &tomos de uma estrutura
de uma molécula em relacdo a uma estrutura de referéncia, podendo esta ser a
estrutura inicial. No estudo de conformacdes de proteina o RMSD é calculado através
da sobreposicdo de uma estrutura qualquer com uma estrutura de referéncia. Por
outro lado, a flutuacdo da raiz média quadrada (RMSF) calcula a flutuacdo das
posicoes atbmicas durante a trajetoria. A partir do calculo do RMSF é possivel também
obter um arquivo .pdb com valores de RMSF convertidos em valores do fator beta. O
fator beta representa através de um espectro de cores qual regido é mais estavel ou

menos estavel durante a simulacdo, sendo as regifes mais estaveis representadas
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em azul e as regides menos estaveis em vermelho. Deste modo prevé-se as estruturas
mais estéveis, ou seja, com menos flutuacoes.

O método de modelagem e dinamica molecular tem sido utilizadas para prever
estruturas proteicas, minimizando o tempo gasto com experimentos in situ e economia
de materiais, ao otimizar o processo de construcdo de apenas 0s mutantes mais
atrativos do ponto de vista investigado, com base nas informacdes levantadas na
dindmica. Estudo similar foi realizado por Cota et al. (2013).

Portanto, esta etapa do trabalho baseou-se nestas teorias estruturais para a
criacdo dos modelos in silico dos mutantes termoestaveis previamente selecionados
em trabalho anterior (Q158R, H209N e N257D), o qual foi submetido a International
Journal of Biological Macromolecule (IJBM), e aqui combinados, tomadas as quatro
possibilidades de combina¢des (Q158R/ H209N; Q158R/ N257D; Q158R/ H209N
IN257D; H209N /N257D). A proposta aqui levantada foi selecionar quais destas
combina¢gfes seriam mutantes potenciais, com relagdo a fatores relacionados a
termoestabilidade para obtencdo in situ, uma vez que esta € uma caracteristica
atrativa para o setor industrial. Para tanto, a forma como estes dados foram

processados estado descritas abaixo.

2. METODOLOGIA

2.1. Modelagem molecular e dindamica molecular da xynAc e seus mutantes

Para analise estrutural da XynAc_Ec e seus mutantes foram construidos
modelos tridimensionais de cada enzima e estes foram submetidos a simulagéo de
dindmica molecular para melhor mimetizacdo do ambiente experimental.

Modelos dos mutantes de XynAc_Ec foram construidos com o objetivo de
verificar a nivel molecular e estrutural como as mutacdes de aminoacidos propostas
estdo relacionadas com alguma mudanca conformacional, e consequentemente,
como estas mutagbes podem influenciar na termoestabilidade e atividade desta
enzima. Para a constru¢cdo dos modelos foi utilizado o método de modelagem por
homologia utilizando como molde a estrutura cristalografica da xilanase termoestavel
de T. aurantiacus (PDB code: 1UTX).

Os modelos preditos foram construidos utilizando o Modeller (Sali; Blundell,
1993) que utiliza o método de modelagem comparativa (ou modelagem por

homologia) para construcdo dos modelos. A modelagem comparativa ou por
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homologia constitui em modelar a estrutura 3D de uma proteina usando uma estrutura
conhecida, ja determinada experimentalmente, como um modelo.

Os modelos obtidos foram submetidos a simulagdo de dinamica molecular
utilizando a ferramenta GROMACS (versdo 4.5.5) (Berendsen et al., 1984; Pronk et
al., 2013) para analise estrutural dindmica da xynAc e seus mutantes. As simulacfes
foram realizadas em solucdo aquosa contendo 100 mM de NaCl e pH 5,0. O campo
de forca GROMOS53A6 (Oostenbrink et al., 2004) foi utilizada para modelagem da
XynAc_Ec e seus mutantes. Em todas as simulacfes as temperaturas foram mantidas
constantes a 338 K e a pressdo a 1 atm.

As caracteristicas estruturais dos modelos foram determinadas pelo RMSD,
RMSF, interacdes de hidrogénio e interacfes idnicas. O servidor ESBRI (Costantini et
al., 2008) foi utilizado para andlise das pontes salinas, enquanto ferramentas do
pacote GROMACS (versao 4.5.5) foram utilizadas para célculo de RMSD, RMSF e
interacbes de hidrogénio. A composicdo de estruturas secundérias também foi

realizada para analises das caracteristicas estruturais dos modelos obtidos.

3. RESULTADOS

Para uma segunda analise, as mutacdes Q158R, H209N e N257D foram
combinadas de forma a formarem mais quatro mutantes: Q158R/H209N,
Q158R/N257D, Q158R/H209N/N257D e H209N/N257D. Esta etapa foi proposta, a fim
de verificar a forma como estas combinacdes das muta¢cdes poderiam influenciar
estruturalmente e funcionalmente as novas biomoléculas. Para tanto, os modelos
foram gerados e os dados de dinamica molecular, juntamente com as analises de
RMSD, RMSF, interagdo de hidrogénio e salinas, estruturas secundéria e carga de
superficie foram investigadas.

Tabela 1 — Fatores estruturais dos mutantes de XynAc_Ec. Nimero de ligagbes Salinas e
hélices curtas apds 50 ns de simulacdo em agua com NaCl (100 mM), a 338 K, e contetdo
de estrutura secundéria relativo a cada mutante.

alpha- Beta- Turn and salt Short

helix sheet coil bridges helices
XynAc_Ec 38% 17% 45% 13 1
Q158R/ H209N 40% 15% 45% 53 4
Q158R/N257D 39% 20% 41% 65 4
Q158R/ H209N /N257D 36% 19% 45% 64 2
H209N /N257D 39% 18% 43% 52 4
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Os resultados de RMSF mostram flutua¢des consideraveis na regido N-terminal
de todos os modelos, estas flutuagbes em regides terminais S&o comuns, pois em
geral sdo regibes mais expostas. As flutuacdes na regido do dominio central da
proteina composta pelas oito folhas-beta mantiveram flutuacbes bem baixas, no
entanto, o modelo construido levando em consideracdo as trés mutacdes
(Q158R/H209N/N257D) mostrou-se mais estavel, ou seja, flutuacbes menores ao
longo de toda proteina. (Akasako et al., 1997; Woolfson, 2001). O mutante
Q158R/H209N/N257D foi aquele que também apresentou menor flutuacdo nas
regides préoximas aos residuos GLU131 e GLU237, residuos estes se mostram
importantes na interagdo da xylanase ao substrato. Além disso, este mutante diminui
a flutuacéo da regido compreendida entre B2 e B3 e entre B3 e 4. Baixos valores de
RMSF indica alta estabilidade da estrutura da proteina ao longo da simulacao, estes
resultados sugerem que o0 mutante Q158R/H209N/N257D se mostra mais
termoestavel quando comparado aos outros mutantes.

Figura 1 — RMSF por residuos dos modelos dos mutantes em solucdo com NaCl (100 mM) a
338K. Linha rosa, verde, laranja e azul representam mutantes Q158R/H209N, Q158R/N257D,
H209N/N257D e Q158R/H209N/N257D, respectivamente.
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Para uma ultima anélise, as superficies potenciais de cargas foram analisadas.
Os mutantes Q158R/H209N e QI158R/N257D apresentaram superficies bem

similares, com regido central da proteina composta por superficies carregadas
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positivamente. JA& os mutantes H209N/N257D e Q158R/H209N/N257D tiveram
superficies carregadas de forma mais brandas (vermelho claro e azul claro), o que
significa um potencial de carga mais neutro. Nenhum mutante apresentou superficie
potencial negativa. Na secao anterior, foi possivel observar que este potencial de
carga pode estar relacionada a atividade e estabilidade da proteina, e quanto mais
positiva esta for maior sua atividade. Sendo assim, os resultados das mutacdes
combinadas sugerem que estas podem contribuir com a estabilidade e atividade da
proteina, uma vez que a regido do dominio central apresentaram potencialmente
cores positivos. O mutante Q158R/H209N/N257D apresentou-se mais estavel durante
toda a simulagdo indicando também uma maior estabilidade térmica quando

comparado aos outros mutantes (menor valor de RMSF).

Figura 2 — Distribuicao do potencial de carga superficial no sitio de ligacao ao substrato dos
mutantes  (A) Q158R/H209N  (B) Q158R/N257D, (C) H209N/N257D (D)
Q158R/H209N/N257D. Regibes azul e vermelho representam regides carregadas positiva e
negativamente, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Estes dados coletados mostraram-se bastante satisfatorios, pois foram
revelados fortes fatores estruturais relacionados a estabilidade das xilanases
mutagénicas. De forma geral, todas as estruturas apresentaram um expressivo
aumento no contetdo de interacfes salinas, Q158R/ H209N/N257D mostrou maior
estabilidade durante toda a simulacédo com baixas flutuacdes e de forma geral, todos
apresentaram conteudo de carga positivo ou neutro. Portanto, estes dados nos
sugerem que estas combinacdes (in silico) revelaram construgcdes que podem
apresentar melhoria na termoestabilidade, considerando-se os fatores aqui
investigados. Portanto, estas linhagens sdo possivelmente enzimas potenciais para
estudos in situ, justificando futuro investimento financeiro e de tempo na obtencéo dos

mesmos.
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