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RESUMO DO RELATORIO

B-1,3-glucanases (GH16) e Superoxido dismutase (S€#D) enzimas com
aplicacdo potencial em processos biotecnolégicos, com grande interesse em seus
estudos da possibilidade de aplicacdo desde a industria alimenticia até a producédo de
biocombustiveis. Estas enzimas foram estudadas utilizando espalhamento de raios-X a
baixo angulo. GH16 e SOD foram caracterizadas como mondémero e dimero,
respectivamente. Através de modelab initio' foi possivel identificar a forma e a
organizacdo das enzimas. Este trabalho contou com a colaboracédo da pesquisadora Dra.
Thabata Maria Alvarez do CTBE (Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do

Bioetanol) e do doutorando Joéo Paulo Lourenco Franco Cairo do CTBE.



1.Introducéo
1.1 Glicosideo hidrosilases

Glicosideo Hidrosilases (GHs) sdo um grupo de enzimas de grande importancia
para o metabolismo de carboidratos (Henrissat, 1991), e, portanto, sdo enzimas-chave
para processos biotecnologicos, tais como a producdo de biocombustiveis a partir de
matérias-primas vegetais (Li et al, 2009), a industria de papel e celulose (Juturu e Wu,
2012) e melhoria da qualidade dos alimentos (Zheng et al, 2011).

Recentes avancos em técnicas de sequenciamento de DNA levaram a uma
explosdo na quantidade de dados de sequenciamento do genoma disponiveis e tal
fendbmeno tem proporcionado uma fonte inesgotavel de glicosideo hidrolases (GHs) a
serem caracterizadas utilizando ferramentas da biologia estrutural. Mesmo que as
enzimas possam ser classificadas entre as familias de GHs definidas no banco de dados
Cazy (enzimas Carboidratos-ativos) (Cantarel et al,2009), métodos computacionais sao
incapazes de distinguir especificidades de substrato de enzimas pertencentes a uma
mesma familia. Neste sentido, a caracteriza¢do bioquimica e estrutural de um grande
namero de glicosideo hidrosilases recentemente identificados a partir de diferentes
familias representam ferramentas promissoras para compreender caracteristicas e
mecanismos de hidrélise de hidratos de carbono molecular.

1.1.1 p1,3-glucanases — GH16

Entre as GHsj-1,3-glucanases sdo um grupo de enzimas que atuaidroise
de polissacéarideos com ligacoes f;Bgacdes, tais como, 1{3glucana presente em
paredes de células fungicas (Hong e Meng , 2003); ligacao prigtecanas que atuam
mantendo a estrutura da parede celular da planta e, como um polissacarideo de
armazenamento de energia, em plantas da ordem Poales (lakiviak et al, 2011);

liquenano uma ligacdo misfaglucana em liqguenes (Kawai et al, 2006) e a larnmaar



um polissacarideo de glicose de armazenamento de energia, encontrada em algas
castanhas (Cota el al, 2011). Este grupo de enzimas é amplamente distribuido entre as
bactérias, os fungos e plantas superiores (Gueguen et al, 1997). Enquantopas,8ndo-

glucanases bacterianas foram classificadas em 16 familias de glicosideo hidrolases, os
de origem eucarionte classificaram se em 17 familias de glicosideo hidrolases (Gueguen

et al, 1997).

1.2 Superoxido dismutase - SOD

Coptotermes gestroé classificado como um cupim inferior, pertencente a
familia Rhinotermitidae (Kirton e Brown 2003), que foi introduzida no Brasil no inicio
do século passaddermitessdo considerados os menores e mais eficientes biorreatores
de decomposicdo de madeira na terra (Brune, 1998). O digestoma do cupim pode
degradar 90% da biomassa lignoceluldsica ingerida (Katsumata et al. 2007).
Anteriormente pesquisas mostraram evidéncias de que cupins e sua microbiota
intestinal simbidtica produzem além de celulases, hemicelulases e ligninases, um
conjunto de pré-oxidante, anti-oxidante e enzimas de desintoxicacdo (PAD). Estas
enzimas, como a catalase, superoxido dismutase, p450, glutationa s-transferase e aldo-
ceto redutase podem agir sinergicamente com enzimas carboidrato-ativas ajudando a
liberar aglicares simples fermentéveis a partir de suas dietas lenhosas (Franco Cairo et al
2011;. Sethi et al 2013.).

Um deste complemento, provavelmente envolvidos no processo de degradacao
da biomassa, € a enzima superdoxido dismutase (SOD). Alguns estudos sugeriram
previamente que a presenca de enzimas tais como superoxido dismutase e catalases no

proteoma dos organismos envolvidos na desconstrucdo de biomassa indica a producao



de radicais de oxigénio pelo organismo, e estes radicais sdo 0os que podem estar
envolvidos na desconstrucéo da lignina (D'Haeseleer et ai. de 2013).

Superdéxido dismutases sdo enzimas que catalisam a dismutacdo de superoxido
(O2-) em oxigénio e peréxido de hidrogénio. SOD é onipresente para todas as formas de
vida. Quatro tipos diferentes de centros metélicos foram detectados em SOD, dividindo
esta familia em Cu/Zn-, Ni-, Mn-, Fe- SOD. Cu-/Zn SOD é geralmente homodimérica e
esta presente em diversas localidades nos diferentes organismos (Bafana et al. 2011).

2. Justificativa

B-1,3-glucanase tém aplicacdo potencial em procdsstascnologicos, devido
ao fato de que eles atuam numa variedade de polissacarideos naturais que cghtém 1,3-
ligacGes, o que resulta na liberacdo de oligossacarideos com bioativo e propriedades
prebidticas (Pang et al, 2005; Giese et al, 2010). Estas enzimas também podem ser
adicionadas a racfes animais, a fim de aumentar a digestdo e a liberacdo de nutrientes
(Brufau et al, 2006). Outra area potencial de aplicaca@-tieg3-glucanases € na
industria alimentar, particularmente na producdo de bebidas, tais como cerveja e vinho,
evitando filtro de prematura incrustacédo assim facilitando a filtracdo (Bamforth, 2009;

Humbert-Goffard et al, 2004).

Ja a SOD tem atraido interesse de pesquisa, devidertas propriedades
bioquimicas extraordinarias. Em primeiro lugar, o mecanismo de transferéncia de
elétrons entre o substrato e o local ativo da enzima é considerado como tendo atingido a
perfeicdo, e a taxa catalitica € apenas limitada por difusdo (Perry et al., 2010). Em
segundo lugar, a enzima de algumas fontes mostra estabilidade incomum para ureia,
ciclos de congelamento e descongelamento, altas temperaturas e refrigeracéo

prolongada (Sanchez-Moreno et al, 1989; Lin et al 2002; Schafer e Kardinahl 2003).



Portanto, nosso objetivo é caracterizar biofisicamente as enzimas descritas
acima, tendo como alvo a utilizacdo destas enzimas em aplicagdes biotecnoldgicas. Para
isso, utilizaremos neste trabalho principalmente a técnica de espalhamento de raios-X a

baixo angulo.

3. Materiais e Métodos
3.1 GH16
3.1.1 Clonagem, expresséo e purificacao.

A sequéncia foi identifica apds triagem funcional de uma biblioteca
metagendémica derivada do solo de um campo de cana de aclUcar, como descrito
anteriormente (Alvarez, 2013). A clonagem ocorreu em pET28a (Novagen), utilizando
0s sitios de restricdo Ndel e BamHI, o qual transporta uma sequéncia que codifica uma
fusdo de 6 x His no N-terminal da proteina expressa.

ApoOs a confirmacao por sequenciamento, o plasmideo de expressao pET28a (+)
—GH16 foi transformado em células competeeli Origami 2 para a expressao da
proteina. Depois, foi adicionado IPTG a uma concentracéo final de 0,5 mM para induzir
a expressao e a temperatura foi mantida a 30 °C. Depois de 4 horas de inducéo, as
células foram colhidas por centrifugacdo e ressuspensas em tampédo de lise (50 mM
Tris-HCI pH 7,4, 100 mM de NaCl e 5 mM de imidazol). A suspenséo foi sonicada apos
o tratamento com 0,5 mg / ml de lisozima e 50 pug / mL de DNase |. A solucao foi
centrifugada a 10.000 g durante 30 min e o sobrenadante foi submetido a 5 ml de
HiTrap ™ Chelating HP coluna (GE Healthcare). A cromatografia foi realizada
utilizando um gradiente de imidazol ndo-linear de 5 a 0,5 M com 20 volumes de coluna.

Para obter uma amostra homogénea, a amostra foi ainda submetida a uma gel
filtracdo em coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare), que foi previamente

equilibrada com um tampéo de fosfato 20 mM (pH 7,4) com NaCl 50 mM. A glicosideo



hidrosilase GH16 purificada foi ainda analisada por SDS-PAGE sob condigoes
redutoras. A concentracdo de proteina foi determinada por absorbancia a 280 nm
utilizando o coeficiente de extingdo molar para o polipeptideo deduzido a partir do gene

(http://web.expasy.org/protparam/

3.2 SOD
3.2.1 Clonagem, expresséo e purificacdo de SOD de Coptotermes gestroi

A andlise metatranscriptomica de cup@n gestroifoi realizada recentemente
(Franco Cairo et al.,, 2014). A codificacdo completa da sequéncia de superoxido
dismutase€©gSOD1), também identificada & gestroj foi amplificada a partir do seu
cDNA através de reacdo de polimerizagdo em cadeia(PCR) (Franco cairo et al., 2011)
utilizando dois iniciadores de nucleotideos (direto
5TATAGCTAGCATGCCGATAAAAGCTGTATGTGTTCSY reverso
5TATAGGATCCTTAGATCTTAGCAATTCCCACCAC3), onde a sequéncia
sublinhada indica o local de reconhecimento das enzimas de restricdo. O produto de
PCR foi recuperado ap0s eletroforese em agarose e digerido com as enzimas Nhel e
BamHI, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Finalmente, o produto de PCR de
digestao foi ligado entre os sitios Nhel e BamHI do vetor pET-28 (a) (Novagen) tratado
com as mesmas duas enzimas, permitindo a inser¢cdo de uma sequéncia de 6X-His Tag
em posicdo N-terminal. Depois de clonagem e sequenciamento, a caracterizacao
genética foi realizada em plataformas Protparam, SignalP e SecretomeP.

Células competentes ArcticExpress foram transformadas com o plasmideo
pET28a / CgSOD1 e plagueadas em meio LB solido seletivo contendo Kanamicina (50
g mgh). As células a partir de uma Unica coldnia foram cultivadas em meio LB-
Kanamicina (na mesma concentracao anterior) durante 16 h a 37 °C e 200 rpm. Depois

disso, esta cultura foi diluida em 800 ml de meio fresco de LB-Kanamicina e cultivadas



a 30° C e 200 rpm durante 4 horas. Posteriormente, a temperatura e rotagdo foram
reduzidas para 12° C e 120 rpm. Apos uma hora de aclimatacae,f@wclicionado a
uma concentracdo final de 2,5 mmodt,le a expresséo da proteina recombinante foi
induzida pela adicdo de 1 mmof de IPTG. Apés 24 h, as células foram colhidas em
8500G.

As células foram ressuspensas em tampao de lise (fosfato 20 Mmdeldddio
pH 7,5, 500 mmol 1! de NaCl, 5 mmol I de imidazol, 80 ug de lisozima mle 5
mmol L de PMSF). Lise celular foi realizada em banho de gelo por um processador
ultra-sonico (7 pulsos de 10 s em 500 W; VC750 Ultrasonic Processor, Sonics
Vibracell). Sobrenadante de SOD foi purificado por cromatografia utilizando um
sistema AKTA FPLC (GE Healthcare, Waukesha, Wisconsin, EUA) utilizando uma
coluna de 5 mL HiTrap Chelating HP (GE Healthcare) carregadaMdignseguido de

Superdex 200 10/300 GL coluna (GE Healthcare), de acordo com Mandelli et al (2013).

3.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

3.3.1 Realizacao dos experimentos

Espalhamento de raios-X a baixo angulo nas concentracdes de 1 e 5 mg/mL para
GH16 e 5 mg/mL para a SOD, foram realizados na linha de Iluz
SAXS2 do LNLS utilizando detector bidimensional CCD (MarResearch, EUA). As
medidas foram realizadas utilizando comprimento de ohda 1,48 A, com uma
distancia amostra-detector de 1200 mm, resultando em um vetor de espalhgmento
definido por q = #serd/A (20 é o angulo de espalhamento). As amostras de GH16
foram preparadas num tampéo de fosfato 20 mM e NaCl 50 mM a pH 7,4, enquanto
para as amostras de SOD foi utilizado um tampao de fostato 20 mM a pH 6,0. Os dados

foram normalizados pela intensidade do feixe incidente e corrigidos pela absorcao das



amostras e resposta do detector. O espalhamento do tampéao foi subtraido dos padrbes
de SAXS de cada proteina e as imagens foram integradas utilizando o programa Fit2D
(Hammersley, 1996). Por fim, as curvas foram escalonadas pela concentracdo das

proteinas.

3.3.2 Analise dos dados de SAXS

Apés integracdo, os dados foram escalonados pela concentragdo utilizando o
pacote Primus (Konarest al., 2003). A funcdo de distribuicdo de distanpi@) e o
didmetro maximoDnaxforam determinados utilizando o pacote Gnom (Sverjul.,

1992). O raio de giroRy; (uma medida global do tamanho e forma do complexo
molecular), foi obtido através de dois procedimentos independentes, a partir da equacgéo
de Guinier (Guinier e Fournet955) e pelo método indireto de transformada de Fourier
também utilizando o pacote Gnom. A massa molecular (MM) foi calculada utilizando
procedimento implementado na webtool SAXSMoW (Fiscle¢r al., 2010). O
procedimento desenvolvido para calcular a massa molecular de proteinas e
consequentemente o estado de oligomerizacdo ndo necessita de dados de SAXS em

escala absoluta e nem da medida de proteina padrdo para comparacao.

3.3.3 Modelagem ab initio dos dados de SAXS

Modelos de atomodummy(DAMs) foram calculados a partir das curvas de
SAXS de SCGH16 utilizando procedimenst ‘initio’ implementado no pacote Gasbor
(Svergun et al. 2001). Ja para a SOD foram gerados utilizando o programa Dammin
(Svergunet al., 1999), devido a alta flexibilidade da proteina. O pacote Crysol
(Svergun, 1995) foi utilizado para gerar a curvas de espalhamento simulada dos DAMSs.

A determinacdo dod® o Dnaxforam realizados com o mesmo pacote.



3.3.4 Comparacéo dos dados de SAXS com as estruturas de alta resolucao

As curvas experimentais de SAXS de GH16 foram comparadas com
curva simulada de SAXS obtida a partir da estrutura de alta resolucédo obtida por
cristalografia a partir deRhodothermus marinus’© PDB ID:3ILN possui identidade
sequencial de 48% com GH16. Para a SOD foi utilizado um modelo por homologia a
partir do PDB ID: 3L9Y, obtida por cristalografia a partir @dkivorm Bombyx mdt;
com identidade sequencial de 73%. O pacote Crysol (Svetgin 1995) foi utilizado
para simulacdo das curvas de SAXS. O parametro de ajuste entre os dados

experimentais e teoricog)(€é definido da seguinte forma:

IExperimental(q) _ ITe(')rico(q) 2

¢(q)

1

2 —

X -
N,

erilmental e ITeérico

onde N, é o nimero total de pontos experimentais (g) séo as
intensidades experimentais e tedricas do vetor de espalhamento g, respectivagnente, e
(q) é o desvio padréo dos valores das intensidade experimentais. O pacote Supcomb
(Svergunet al., 2001) foi utilizado para a sobreposicdo dos modelos DAM e de alta

resolucdo. As figuras da sobreposicdo dos modelos foram geradas no programa

PyMOL (Delano, 2002).

4. Resultados e Discussao

4.1 GH16
4.1.1 Expressao das enzimas

A proteina contendo 6xHis no terminal N, foi superexpressa com sucesso ha
fracdo citoplasmatica dé. coli Origami2 (DE3), ap6s a inducéo por IPTG a 0,5mM

durante 4 horas.



Os passos de purificagdo de proteinas incluindo afinidade pdreNexclusio
por tamanho, resultou em uma amostra altamente purificada adequada para ensaios
biofisicos. A pureza da proteina, apdés ambos os passos de purificacdo, foi confirmada

por SDS-PAGE sob condic¢des redutoras (figura 1).

M SCGH16

Figura 1: Analise SDS -PAGE de GH16 apds a cromatografia de afinidade e de exclusao

de tamanho. M - marcador de peso molecular.

4.1.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Aplicando a aproximacédo de Guinier da curva de espalhamentpo <tR)
obtém-se um raio de giro par as concentracfes 1 mg/mL e 5 mg/ml, respectivamente
igual a 19,6 A(Figura 2A inserto) e 21,3 A, respectivamente. Devido a diferenca na
regido de Guinier entre as duas curvas (efeito de concentragéo) (dados nao mostrados) e,
consequentemente, em seus valores geaR analises posteriores foram realizadas
utilizando dados de SAXS coletados a partir de amostras de 1 mg/mL. Estes valores

estdo de acordo com aqueles obtidos pelo Gnom (19,40 + 0,024) A.



4.1.3 Comparacdo dos dados de SAXS com as estruturas de alta resolugcdo
disponiveis.

O pacote Crysol foi usado para simular as curvas de SAXS do PDB ID 3ILN
monomero, 3ILN dimero e do modelald'initio”, parametros como a3R Dyax foram
também calculados (Tabela 1). O PDB ID 3ILN, que tem uma maior semelhangca com a
sequéncia de GH16 (48%), tem duas conformacdes: monémero e dimero. O monémero
PDB ID 3ILN apresenta um paramegranenor (1,964), o que indica um melhor ajuste
ao experimental dados que o dimero PDB ID 3ILN (24,639).

A funcéo de distribuicdo de distancias p(r) da GH16 é bem centrada e se ajusta

ao modelo monomérico. ComyR= 60 + 5 A para GH16(Figura 2B).

In'I(q)

—— T T T
A T T T T
B 4 o Experimental
1 RN Monomer PDB 3ILN
0, N ---- Dimer PDB 3ILN
1644 y A
. B o .
Rg=19.6 A | ; "
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q —

I(@) (a.u.)
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------- Dimer PDB 3ILN //
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o
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Figura 2: (A) Curva experimental de SAXS da GH16 e ajuste com curvas simuladas. Dados
experimentais a 1 mg/mL (circulos abertos), monémero PDB 3ILN (linha continua), dimero PDB 3ILN

(linha tracejada). Inserto contendo analise Guinier. (B) curvas funcéo de distribuicdo de distancias p( r)

para os dados mencionados em (A).

Usando o servidor SAXSMoW (Fischer et al., 2010), foi possivel estimar a
massa molecular de GH16 como sendo de 27,7 kDa. Estes valores indicam a

predominancia de mondmeros em solucdo e o erro relativo para a massa molecular



tedrica de 7,7% (Figura 3). Os valores obtidos com 0 SAXSmoW estdo de acordo com

os resultados do parametro y
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Figura 3: Interface do servidor SAXSmoW (ww.if.sc.usp.br/~saxs) GH16 demonstrando a presenca de

monémeros em solugéo.

Segunddleicher et at(2011), o dimero néo é susceptivel de ser encontrado em
solucdo, como indicado pelas estimativas tedricas do ganho de energia livre de
solvatacao sobre a formacao de interface para cada conjunto obtido utilizando o servidor

PISA (Krissinel, E.; Henrick, K. 2007). Este dado vem em encontro aos resultados

apresentados neste trabalho.

O modelo'ab initio', foi gerado com o pacote Gasbor sem nenhuma restricdo de
simetria (Svergun et al.,2001). Resolucdo do modelo SAXS é dada pela Resolucdo =

27/Gmax NEste caso, a resolugcdo do modelo 'ab irétigual a 19,10 A.



Modelos tridimensionais de dummy atomos (DAMs) da GH16 foram

determinados a partir das curvas de SAXS (Figura 4).

Figura 4: Superposi¢cédo de GH16 ‘ab initio’ DAM e estrutura cristalografica monomérica GH16 PDB ID
3ILN. O modelo do centro e 0 modelo da direita sdo rotacionados 90° em relacdo ao eixo y e rotacionados

90° em relag&o ao eixo X, respectivamente

Tabela 1: Dados obtidos através do tratamento com pacote ATSAS e SAXSmoW

webtool.
Parametros Experimental/lmg 3”IN 3,”‘N G'as.,t.)o’r ‘ab

monomero dimero initio’ *

Ry (A) G 19,38 24,65 :

Dmax(A) 60 60,68 96,35 -

MW (kDa) 27,7(SAXSMoW) 27,3 46,2 -
Resolucéo (A) 19,11 - - 19,10

X - 1,964 24,639 1,901




4.2 Superoéxido dismutase (SOD)
4.2.1 Superoéxido dismutase descoberta, clonagem e caracterizacdo do gene

Em primeiro lugar, nés utilizamos o extrato bruto da cromatografia de C. gestroi
etapas para tentar identificar no Cazymes (Franco Cairo et al., 2011) e enzimas PAD
utilizando LC-MS / MS. Identificamos a superéxido dismutase de nimero fracionario

GFA2-38 com uma banda exclusiva do SDS-PAGE (figura 5).

85 kDa_

50 kDa_

35 kDa_

25 kDa_

20 kDa_

Figura 5: Identificagcdo de CgSOD1 em Coptotermes gestroi digestome. A andlise de SDS-PAGE de
fracGes de cromatografia antes de LC-MS / MS. M = escada, IEX4-20 = lon fracdo cromatografia de

troca e GFA2-38 = Gel fracdo cromatografia de filtracdo.

4.2.2 Purificacao da Superdéxido dismutase

Ap6s a inducdo de IPTG, as proteinas recombinantes foram efetivamente
expressa usando o Arctic Express (E. coli BL21 DE3). Os passos de purificacdo de
proteinas inclui cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) (figura 6) e
cromatografia de exclusédo de tamanho. A purificagcdo da SOD rendeu aproximadamente
8 mg de enzima purificada por mL. A SOD purificada apresentou uma Unica banda de

cerca de 20 kDa, na andlise de SDS-PAGE.



50 75 100 125 150 175 200

Figura 6: Andlise SDS-PAGE de fracdes de cromatografia IMAC CgSODL1 purificacdo. M = escada, FL

= fluxo continuo, as pistas 25 mM de imidazol 200 mM.

4.2.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

O R, foi obtido por dois métodos distintos, utilizando a equacéo de Guinier
(Guinier e Fournet, 1955) (figura 8, inserto) e pelo método de Transformada Inversa de
Fourier implementado no programa Gnom (Svergun, 1992), onde também obtivemos a
funcéo de distribuicdo de distancias p(r) ea<0as proteinas.

Durante a andlise da SOD constatou-se que a amostra possuia uma alta
flexibilidade, por isso as analises de Porod-Debye e Kratky foram realizadas (figura 7).
A constante de Porod foi determinada com o valor de 3,4784e foi subtraida dos

dados para as analises subsequentes.
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Figura 7: Graficos de Porod-Debye e Kratky indicando alta flexibilidade na amostra. Dados antes e

depois do procedimento da subtracdo da constante de Porod dg 1iadex 10°5.

Aplicando a aproximacdo de Guinier na curva de espalhamento (gRg < 1,3)
obtemos um raio de giro da SOD igual a 21,1 A, respectivamente. Estes valores estdo de
acordo com aqueles obtidos pelo Gnom de (21,30 + 0,033) A.

A funcéo de distribuicdo de distancias p(r)s da SOD é um pouco deslocadas para
esquerda, demonstrando o carater alongado das particulas. Sepdo6b + 5 A. As
p(r) ndo contém parte negativa no eixo das abscissas, o qual indica auséncia de efeitos

de interferéncia produzidas por correlacdes espaciais inter-particulas (figura 8B).
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Figura 8: (A) Curva experimental de SAXS da SOD e ajuste com curvas simuladas. Dados experimentais
a 5 mg/mL (circulos abertos), PDB ID 3L9Y (linha vermelha), motiddanitio’ dammin (linha preta).
Inserto contendo analise Guinier. (B) ) curvas funcdo de distribuicdo de distancias p(r), para os dados

mencionados em (A) normalizadas levemente deslocadas para a esquerda.



Utilizando o servidor SAXSMoW (Fischer et al., 2010) foi possivel estimar a
massa molecular da SOD como sendo de 31,60 kDa. Estes valores indicam a

predominancia de dimeros em solugdo sendo o erro relativo para a massa molecular

tedrica 4,7% (Figura 9).

File About
1o
N
*
£ 3
= 1
G .
~m < i ‘:‘
= o 15 : \
o - .
E ~ b
s = § 5
S g \
= 10 -
H E‘
10 : 5
M
| ] %
" 0s{ | ﬂ'; s
. -
]
4 ¢ l‘;‘."ﬁ'.‘:’
4 R
- - - - - - 0.0 - v - - -
000 005 040 015 020 025 030 000 005 010 015 020 025 030
a(A ") a(A ")
Results
GNOM file information Maximum q for Q" calculation: 0.30 s
GNOM file name: sod5mg_old.out MW estimated from SAXS: 31.1 kDa
Input file{s): sod5mgc_porod.dat
Enter protein monomer molecular weight (if a priori known)
Date: Tue Mar 25 17:3%:02 2014 23
Monomer MW (kDak 158 Calculate
-range (1/A): from 0.0274 to 0.3058 '
Simee (1AX Number of subunits: 2
Radius of gyration (A): 21.30 +- 0.026 Estimated oligomer MV: 31.60 kDa
Relative discrepancy: 16%

Figura 9: Interface do servidor SAXSmoW (ww.if.sc.usp.br/~saxs). Dados de SOD demonstrando a
presenca de dimeros em solugéo.

A partir dos dados de SAXS foram obtidos modelos ab initio de atomos dummy
utilizando o programa Dammin (Svergun et al., 1999). Para verificar a unicidade do
modelo, simulacdes independentes partindo de diferentes parametros iniciais e sem
imposicao de simetria foram realizadas, chegando a resultados consistentes, para a SOD

(figura 10). O programa Dammin também calcula e subtrai a constante de Porod, cujo

valor calculado foi de 3,275 x 16.



A curva de espalhamento experimental sobre a curva simulada do modelo de
atomos dummy se sobrepde de maneira bem condizente (figura 8A). A curva de
espalhamento simulada das coordenadas dos modelos de atomo dummy e de alta

resolucao foi calculada utilizando o programa Crysol (tabela 2)

Figura 10: Superposigdo do modelo ‘ab initio’ DAM e estrutura cristalografica PDB ID 3L9Y. O modelo
do centro e 0 modelo da direita sdo rotacionados 90° em relacdo ao eixo x e rotacionados 90° em relacao

ao eixo y, respectivamente

Tabela 2: Parametros estruturais de SOD.

Modelo ‘ab initio’
Parametros 5mg Crysol
Dammin

21,1(Guinier)
Ry(A) - 20,19
21,30(Gnom)

Dinax(A) 65 - 71,57
MW SaxsmoW
30,1 - -
(kDa)
Resolucio(A) 18,52 18,52 -

X - 1,387 2,238




5. Conclusdes

As enzimas GH16 e SOD foram clonadas e expressas com sucesso, a purificacao
foi extremamente satisfatéria. GH16 e SOD se mostraram estaveis em solucdo em
concentracdes que variam de 1 mg/mL, formando monémeros e dimeros em solucéo,
respectivamente. Os envelopes moleculares das enzimas foram obtidos demonstrando a
forma e obtendo parametros estruturais c@ng: e Ry. A determinagdo do estado de
oligomerizacao e a forma das enzimas obtidas por SAXS séo de extrema importancia na
caracterizacao funcional devido as condicbes experimentais proximas ao estado nativo

das proteinas.
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