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RESUMO

ROSSETO, F. R. Caracterizacdo bioquimica, biofisica e estrutural da principal
endoglucanase secretada por Xanthomonas campestris pv. campestris
ATCC33913. 2011. 92 f. Dissertacéo (Mestrado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Séo Carlos, 2011.

O esgotamento das fontes de combustiveis fosseis e questdes ambientais tém
gerado grandes preocupacdes para a sociedade, e alternativas sustentaveis e
eficientes para solucionar e trazer inovacfes na producao de biocombustiveis estédo
cada vez mais proximas. O uso de biomassa pode ser uma vantajosa opcdo, mas
para isso, € necessaria a degradacdo das moléculas constituintes de sua parede
celular a acucares fermentaveis. A biotecnologia tem melhorado e aumentado as
opcOes para suprir fontes sustentaveis e preservacdo do meio ambiente. A
transformacdo de biomassa na escala industrial para producdo de bioetanol
depende da capacidade de otimizar o processo de hidrélise enzimatica da celulose
utilizando enzimas de complexo celulolitico, principalmente de fontes bacterianas e
fungos filamentosos. Dessa forma, estudamos a principal endoglucanase de
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913, que foi inicialmente
identificada através de zimogramas e espectrometria de massas que mostrou boa
cobertura de sequéncia e purificada utilizando passos de precipitacdo com sulfato de
amonio seguida do uso de uma coluna de exclusdo molecular. Esta enzima teve
seus parametros cinéticos determinados, mostrando-se ativa para diversos
substratos testados e também grande estabilidade para variacbes de pH e

temperatura, com condi¢cdes 6timas de pHstimo = 7.0 € Tsima = 45°C. Além da



caracterizacdo enzimatica, a posicao relativa entre o dominio catalitico e de ligacdo
da celulose (CBM) da Endoglucanase por SAXS também foram determinadas, e
ainda, para finalizar os estudos estruturais, a estrutura cristalografica do dominio
catalitico da enzima foi determinada com resolucdo de 2.8A, contendo quatro

moléculas por unidade assimétrica.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris. Endoglucanases. Bioetanol. Celulases.



ABSTRACT

ROSSETO, F. R. Biochemical, biophysical and structural studies of the major
Endoglucanase secreted by Xanthomonas campestris pv. campestris
ATCC33913. 2011. 92 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Séo Carlos, 2011.

The exhaustion of fossil fuels and the environment issues related have been
generated many concerns for the society and searching for sustainable and effective
alternative are being done in order to solve and bring innovations for biofuel
production. Biomass can be a good alternative, but, for the success, it will be
necessary degrading the cellular wall molecules into fermentable sugar.
Biotechnology has improved and increased options in order to supply sustainable
sources and environment preservation. The biomass transformation for bioethanol
production, at the industrial scale, depends on the capacity of optimize the enzymatic
hydrolysis of cellulose using enzymes of the cellulolytic complex, mainly produced by
bacteria and filamentous fungi. We have studied the main endoglucanase of
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913 which has been initially
identified by zymograms and mass spectrometry with high coverage sequence, and
purified using precipitation with ammonium sulfate followed by size exclusion column.
This enzyme had its kinetic parameters determined showing activity for the
substrates tested and also has showed stability for pH and temperature changes,
with optimal conditions of pHg, = 7.0 and Ton = 45°C. Following this enzymatic
characterization, the relative position of the catalytic domain and cellulose binding

domain (CBM) was determined by SAXS. In order to complete the structural studies,



the crystallographic structure of the catalytic domain has been determined with 2.8A

of resolution, showing four molecules by asymmetric unity.

Key words: Xanthomonas campestris. Endoglucanases. Bioethanol. Cellulases.
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1 Introducao

1.1 Bioenergia

A populacdo mundial continua a crescer, sendo que estimativas mostram que
a mesma pode chegar a 9.4 bilhées em 2050*. Com essa expanséo, a demanda por
alimento, combustivel e energia também ird crescer, tornando mais evidente as
limitagdes mundiais. De acordo com a Organizacdo de Alimentos e Agricultura das
Nacdes Unidas?, o combustivel féssil é a fonte de energia mais importante para o
mundo atual, totalizando apenas com o uso do petrdleo 35% da energia primaria
consumida, seguido do uso do carvdao mineral (23%), gas natural (21%), madeira,
carvdo vegetal e outros biocombustiveis (10%), energia nuclear (7.6%),
hidroelétricas (2.7%) e outras fontes de energia renovaveis como geotérmica, solar e
edlica (0.7%) (Figura 1). As quatro principais fontes de energia contribuem
diretamente com a emissdo de gases que geram o efeito estufa, o fator primario

para o aquecimento global®.

O Brasil, o maior e mais populoso pais da América Latina, tem um padrao de
fontes energéticas proxima a apresentada mundialmente, diferenciando-se apenas
no quanto cada uma delas representa. A fonte de energia primaria do Brasil também
€ 0 petréleo, contribuindo com 38.5% de nossa energia, seguido da biomassa
(29.7%), hidroelétricas (15%) e gas natural (9.3%) (Figura 1)°.



24

H Petroleo
M Petréleo B Carvdo Mineral
B Carvao Mineral B Gas natural
M Gds natural M Biocombustiveis
M Hidroelétricas M Energia Nuclear

Biomassa m Hidroelétricas

Outras Fontes renovdreis

(A) (B)

Figura 1 — Distribuicdo Energética no Brasil (A) e no Mundo (B)*.

Em termos globais, a reducdo de nossa dependéncia pelos combustiveis
fosseis € prioridade para manter um ambiente seguro e sustentavel. Como uma
fonte renovavel de energia, a bioenergia vai diminuir o impacto pelos futuros
problemas com petréleo e as respostas as preocupacfes ambientais sobre a
poluicdo do ar e gases de efeito estufa, além de contribuir com oportunidades para

agricultores e comunidades rurais®.

A energia solar recebida pela superficie da Terra € 12 vezes maior que a
energia necessaria para suprir as necessidades humanas atuais e aproximadamente
4 vezes a demanda de energia necessaria em 2050. Ela é estocada através da
fotossintese e é 10 vezes maior que a usada mundialmente® . A celulose,
constantemente re-sintetizado pela fotossintese € o polimero mais abundante que
compde a parece celular das plantas®, (de um terco a metade do total) com uma
biossintese anual estimada em 10! toneladas’. Tecnologias precisam ser
desenvolvidas para tornar possivel a conversdao de bilhdes de toneladas de

biomassa produzidas por ano em biocombustiveis®.
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A Figura 2 ilustra os passos da bioconversdo da energia solar em

biocombustiveis®.

Physical pre-treatment,
chemicals and enzymes

Fuel-producing
microorganisms

Solar energy

Biofuels

Figura2-  Bioconversdo de energia solar em biocombustiveis. A Energia solar é coletada pelas
plantas através da fotossintese e estocadas como lignocelulose. A decomposicdo do
material celulésico em aclcares simples de 5 e 6 carbonos é alcancada através de pré
tratamentos fisicos e quimicos, seguidos pela acdo das enzimas sobre a biomassa. Os
acucares simples podem ser subsequentemente convertidos em combustiveis por
microorganismos.

A celulose é um homopolimero, linear, formado por unidades de celobiose
(produto da desidratacdo de duas glicoses), como ilustra a Figura 3. Em uma
molécula de celulose pode haver mais de 15.000 unidades de glicose e as cadeias
de celulose se encontram agregadas paralelamente para formar as fibrilas
elementares que sao insollveis em &gua e apresentam regides cristalinas e

amorfas®®

As pontes de hidrogénio inter-e intramoleculares s&o responsaveis pela

manutencdo das regides cristalinas e tornam a celulose altamente resistente a
11; 12

hidrélise acida, alcalina ou enzimética

Figura 3 - Estrutura e composicdo da molécula de celulose.
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A degradacdo enzimética de celulose e hemicelulose tem sido um alvo
interessante para investigacdo cientifica nos Gltimos anos*®. Muitos residuos, como
bagaco de cana de acucar, sédo fontes ricas em celulose (35 a 50%), hemicelulose
(20 a 35%) e lignina (10 a 25%)'* (Figura 4), e tem sido visto como uma via
promissora para o desenvolvimento de uma fonte de energia sustentavel: o

bioetanol.

Célulavegetal

Parede da
Célulavegetal

Microfibras
de Celulose

\\ Y,
Glicose

Figura 4 — Representacao esquematica da composicao e arranjo da celulose, hemicelulose e
lignina na parede celular de vegetais.

Moléculas
de Acucar
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1.2 Hidrélise da Celulose

Para que ocorra a fermentagédo e a producdo de etanol a partir de fontes
lignocelulésicas, a celulose (insoluvel) deve ser decomposta em unidades simples
de acucar (soluvel). Neste ponto sdo necessarias algumas enzimas, chamadas
celulases. Estas enzimas sdo produzidas por microorganismos como bactérias e
fungos, sendo as principais celulases: as endoglucanases (endo-1,4-B-D-
glucanases); as exoglucanases (exo-1,4-B-D-glucanases) subclassificadas em
glucanohidrolases e celobiohidrolases (CBHs) e as [-glicosidases (1,4-B-D-

glicosidases)™*° de forma independente ou complexada®’.

A celulose, um polimero insolavel constituido por uma cadeia de residuos de

B-(1,4)-glicoses®*?

, tem se mostrado como objeto de pesquisas intensas por mais
de um século, e estamos cada vez mais proximos de compreender sua arquitetura
molecular'®*°. Sabemos que as moléculas nativas de celulose sdo encontradas em
forma de fibras, sendo que esta forma possui individualmente um alto grau de

arquitetura, dependendo da fonte (camada da parede celular ou tipo de planta)™®.

Resumidamente, as caracteristicas estruturais dominantes visualmente da
celulose em plantas superiores sdo microfibrilas de celulose com diametro de
10-20 nm, cruzadas com outros componentes da parede celular como

xiloglucanos®®*°.

Microfibrilas sdo fibrilas ramificadas compostas por
aproximadamente 30 a 36 cadeias de glucanos unidas lateralmente por meio de
ligacbes de hidrogénio e forcas de van der Waals para formar estruturas
cristalinas'®. Apesar dos consideraveis progressos feitos para elucidar a estrutura

cristalina da celulose, elas ainda n&o sdo bem conhecidas®®*°.

Trabalhos feitos por Krassing® mostraram que altos graus de agregrados
fibrilares produzem uma estrutura mais compacta da celulose, que resulta em uma
superficie acessivel interna menor. Uma caracteristica importante dessas regioes
altamente ordenadas € que as cadeias de celulose sdo tao fortemente empacotadas

gue até mesmo pequenas moléculas como agua podem nao conseguir penetrar
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nessa estrutura®’. A acessibilidade limitada destas regides leva a dificuldades na
atuacdo das celulases. Com este tipo de estrutura, é evidente que s6 as moléculas
de celulose situadas na superficie seriam suscetiveis a acdo das enzimas. Se a
hidrolise da celulose ocorre somente na superficie desta estrutura, a superficie

disponivel é potencialmente determinante na taxa de hidrélise?*%.

Em 1985, Coughlan®® propds o termo “amorfogénese” para sugerir um
possivel mecanismo de disperséo, expansdo ou delimitacdo do substrato celulésico,
resultando na reducéo do grau de cristalinidade e da criacdo de superficies internas
reativas mais acessiveis. Consequentemente, a amorfogénese aumenta a
reatividade dos substratos celulésicos, aumentando a quantidade de celulose

acessivel diretamente as enzimas?®.

Para isso as celulases precisam adsorver sobre a superficie da celulose
insolavel, antes de promover a hidrélise, e penetrar no espaco interfibrilar. Assim a
maior parte do substrato inacessivel é estruturalmente exposto a fim de aumentar a

desordem molecular das regiées empacotadas da celulose® (Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da amorfogénese das fibras de celulose mediada por CBMs?".
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As celulases sdo compostas por pelo menos dois dominios distintos: um
dominio catalitico e um dominio de ligacdo a celulose (CBM)*. O CBM é o
responsavel pela adesdo das enzimas na fibra de celulose entre outras funcdes
como: concentracdo de enzima na superficie do substrato/efeito na proximidade
(transferéncia de fase); direcionar e identificar/selecionar o substrato; e o
desmembramento do substrato cristalino ndo hidrolisavel. CBMs que séo
especificos para celulose insolivel podem ser agrupados em duas categorias gerais:
uma que interage com a celulose cristalina (CBMs tipo A) e outra que interage com a
celulose ndo cristalina (CBMs tipo B)?°. Esses dominios ndo cataliticos s&o
facilmente adsorvidos em locais acessiveis sobre o substrato, formando um
complexo realizado por ligacdes ndo covalentes e termodinamicamente favoraveis®’.
Consequentemente, o dominio catalitico € alinhado com o substrato de forma a

estabelecer uma alta concentracéo local de enzima sobre a superficie da celulose.

A hidrélise da celulose, entdo, é iniciada através das endoglucanases que
atuam aleatoriamente hidrolisando ligagdes internas (3-1,4 glicosidicas na regido
amorfa da celulose, reduzindo significativamente o grau de polimerizacdo do
substrato e liberando novas extremidades na cadeia da celulose, que sao alvos das
exoglucanases (atuando nas extremidades redutoras e ndo redutoras) e
glucanohidrolases que liberam unidades de celobiose e glicose respectivamente,
sendo a celobiose reduzida a glicose através da hidrolise promovida pelas (-

glicosidases®™ (Figura 6).
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Figura 6 — Mecanismo de atuac&o das celulases para a hidrélise da celulose cristalina®*.

As celulases sdo classificadas em familias de glicosil hidrolases® com base
em sua seqiéncia de aminoacidos e semelhancas de enovelamento®. As
endoglucanses sao classificadas nas familias GH 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44 ,45, 48 e 51,
As exocelulases (CBH | e IlI) pertencem as familias GH 7 e 6, enquanto a
exocelulase glucanohidrolase pertence as familias GH 1 e 3; a terceira classe, as
beta glicosidases, por sua vez, sédo classificadas nas familias GH 1, 3, 9, 30 e 116
(Carbohydrate Active Enzymes database - CAZY: http://www.cazy.org/)%.

Em anos anteriores, as investigacdes de celulases centraram-se em fungos,
principalmente do género Trichoderma. No entanto, nos Ultimos 20 anos o interesse


http://www.cazy.org/
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na producgdo de celulases por bactérias tem aumentado, havendo diversos relatos de

bactérias celuloliticas como os géneros Clostridium, Cellulomonas®® e Xanthomonas.

1.3 Xanthomonas

Microorganismos do género Xanthomonas sdo bactérias fitopatogénicas
relativamente comuns responsaveis por causar “Black root” em cruciferas, levando
normalmente a grandes perdas econdémicas. Industrialmente, este microorganismo é
utilizado para produzir um heteropolissacarideo extracelular de primeira geracéo,
conhecido como goma xantana. Este composto apresenta excelentes propriedades
reologicas, normalmente usado como estabilizante, espessante, emulsificante, e

agente para suspensdo nas industrias alimenticias, cosméticas e petrolifera®®=32,

As bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela adesdo a certas
estruturas. Apds invadirem espacgos intracelulares, desenvolvem micro colbnias
rodeadas de material fibrilar, como a goma xantana. Como o0 muco secretado pela
bactéria apresenta alta capacidade de retencdo de agua, os espacos tornam-se

congestionados; este fenbmeno €& conhecido como “water soaking”. O tecido é
continuamente desintegrado e é o primeiro sintoma da infec¢ao e pré-requisito para
a efetiva colonizacdo bacteriana®. Como a congestdo é progressiva, os danos vao
agravando-se e entdo a planta vai murchando devido a reducdo da fotossintese e
aumento da permeabilidade da membrana celular. E é neste tecido necrosado que

as enzimas atuam®3.

A presenca de genes que codificam enzimas envolvidas na degradagédo da
parede celular tem sido reportada para o género Xanthomonas, sendo que a analise
do genoma de X. campestris pv. campestris revelou a presenca de varios genes que
codificam enzimas envolvidas neste processo, incluindo além de pectinases, liases e

xilanases, nove celulases®, indicando, portanto, que Xcc é capaz de secretar
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diversas enzimas que degradam os polissacarideos estruturais como a celulose e

pectinas™?.

A inducédo dessas proteinas decorrentes do fator de viruléncia é dada atraves
de um processo conhecido como quorum-sensing, no caso de Xanthomonas
campestris pv. campestris®, que na bactéria apresenta-se como um mecanismo de
sinalizagdo quimica que altera a expressdo génica e ativa um comportamento
cooperativo entre bactérias da mesma espécie em condicbes de alta densidade
celular®®3®, A comunicacéo intercelular que ocorre durante o quorum-sensing se faz
através de pequenas moléculas sinalizadoras que sdo chamadas de auto-indutores.
Varios auto-indutores tém sido identificados em bactérias; entre eles destacam-se as
acil homoserinalactonas (HSL) produzidas pelas bactérias Gram-negativas e
peptideos ciclicos produzidos pelas Gram-positivas. Recentemente identificou-se
acidos graxos com até 16 carbonos que funcionam como auto-indutor em algumas
bactérias Gram-negativas incluindo Xanthomonas sp. (acido metil dodecendico para

Xanthomonas campestris — Figura 7) e Ralstonia sp.*°.

~~~ T~ COOH

Figura 7 — Estrutura quimica do acido metil dodecenoico (DSF), responsavel pelo fator de
viruléncia em Xanthomonas campestris®.

1.4 Endoglucanases de Xanthomonas campestris pv. campestris

As principais celulases secretadas por Xcc sé&o endoglucanases, sendo a
majoritaria no extrato enzimatico total a endoglucanase codificada pelo gene
engXCA*. As enzimas de Xcc, incluindo as endoglucanases, possuem

pouquissimas informacdes na literatura, disponiveis apenas nas questdes dos genes
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40-42

codificadores das enzimas ou mutagdes com a finalidade industrial possibilitando

melhoras nas caracteristicas na producéo e utilizacdo da goma xantana®,

A endoglucanase majoritaria de Xcc € classificada dentro da familia GH5 de
acordo com o banco de dados CAZY?. GH5 é uma das maiores familias de
glicosideo hidrolases disponiveis no CAZY. Uma quantidade notavel de variedade
de enzimas é encontrada nessa familia, incluindo endoglucanases, xilanases e
xiloglucanases. Enzimas da familia GH5 sdo encontradas em grande parte em
bactérias, fungos e plantas, ndo sendo conhecida nenhuma enzima humana para

esta familia*.

Através da sequéncia disponivel (Sequéncia NCBI: NP_638867.1) para
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913 e do programa
BLASTP2.2.25+%, observamos que a enzima é composta por dois dominios:
catalitico e CBM, ligados através de um linker com cerca de 30 residuos de

aminoacidos.

Pela deficiéncia de dados na literatura esta enzima foi escolhida como alvo do
estudo descrito nesta dissertacdo com a finalidade de entendé-la bioquimica,
biofisica e estruturalmente além de avaliar sua eficiéncia e condicbes sobre sua

atuacao com finalidades biotecnoldgicas incluindo a producao de bioetanol.
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2 Objetivos

Sendo as endoglucanases uma das enzimas fundamentais na degradacédo da
celulose a agucar redutor para a producdo de etanol lignocelulésico, este trabalho
tem como principal objetivo a caracterizacdo bioquimica, biofisica e estrutural da
Endoglucanase principal secretada por endoglucanases de Xanthomonas
campestris pv. campestris para a possiveis aplicacdes biotecnologicas, incluindo o

bioetanol.

Os objetivos especificos foram:

* ldentificar e purificar a Endoglucanase;

+ Determinar condi¢des 6timas da enzima, seus parametros cinéticos e padrées

de hidrélise;

+ Compreender mudancas estruturais influenciadas através de variacdes de pH

e temperatura;
» Verificar e identificar os dominios da Endoglucanase através de SAXS;

» Conduzir ensaios de cristalizacdo e determinar a estrutura cristalografica da

enzima.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Cultivo de Xanthomonas campestris pv campestris
ATCC33913

A cepa Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC 33913 foi gentilmente

cedida pelo Prof. Dr. Shaker Chuck Farah (IQ/USP) para estudos das celulases.

Para o cultivo de Xcc, partindo de um estoque de células em 20% glicerol
mantidas a -80°C, uma pequena parcela de células sao transferidas para uma placa
de petri meio LB (Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L e Agar 15
g/L) contendo 100 pg/mL de ampicilina (antibidtico no qual Xcc é naturalmente
resistente), levando de trés a cinco dias para o desenvolvimento celular em estufa a
30°C (Figura 8).

Figura 8 — Placa de meio LB com Xanthomonas campestris pv. campestris apés periodo de
incubacdo em estufa a 30°C.
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Com estas placas prepara-se o pré inoculo com 50 mL de meio 2XTY
(Triptonal6 g/L, Extrato de levedura 10 g/L e NaCl 10 g/L) contendo também
100 pg/mL de ampicilina e crescendo por 16 horas mantido em incubadora com
controle de temperatura e agitacdo a 30°C e 250 rpm. O pré inoculo é, entdo,
adicionado a 500 mL do mesmo meio de cultura estéril e a mesma concentracdo de

antibidtico e mantido a 30°C e 250 rpm por mais 36 horas.

Cultivos em bioreatores também foram realizados com as mesmas condicdes
e proporgOes utilizadas para o cultivo em incubadoras, onde foram obtidas os
mesmos padrdes de expressao.

Para a cultura de X. campestris foram feitos alguns testes para verificar a
influéncia do meio de cultura para a expressao das celulases de interesse. Entéo,

utilizamos para isso basicamente quatro meios de cultura diferentes:

e LB;

e MMXO (meio minimo);

¢ MMXO+CMC, substituindo fontes de carbono por carboximetilcelulose
(CMC);

e MMXO + Auvicel, substituindo fontes de carbono por celulose

microcristalina (Avicel).

A avaliagdo da expressao das celulases nestes diferentes meios foi feita
através de um teste enzimatico em placa de petri com CMC (derivado de celulose,
com caracteristicas de celulose amorfa e ramificada, formada pela substituicdo
parcial dos grupos hidroxilas por grupos carboximetil: -CH,-COOH) como substrato,
com a finalidade de buscar principalmente atividades de endoglucanases. Para este
teste de atividade, utilizamos um preparo solido contendo agar 1.5% (m/V), 50 mM
K;HPO, pH6.0 e CMC 0.1% (m/V). Um pequeno orificio de tamanho padrao
(aproximadamente 0.5 cm de diametro) foi feito no centro de cada placa e
adicionamos 50 pyL de enzima incubando por 20 horas a 37°C. A placa foi entdo
corada com solucdo de vermelho de congo 0.1% e descorada com solucao NacCl

1 M até que os halos de atividade enzimatica estivessem visiveis.
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3.2 Identificacdo da Endoglucanase

Para identificdo da Endoglucanase de interesse, zimogramas e
espectrometria de massa’® (MALDI-Q-TOF Premier, Waters) foram as principais
técnicas utilizadas para encontrar a proteina por sua atividade enzimatica e sua

sequéncia primaria.

Para o zimograma, foram feitos géis SDS-PAGE (Gel de Eletroforese de
Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio) 10% acrilamida convencionais, porém,
acrescido de 0,1% de carboximetilcelulose*’. O gel de acrilamida foi dividido em
duas partes. Na primeira, amostras desnaturadas por acado de temperatura e com
tampao contendo 3-mercaptoetanol foram adicionadas em diferentes concentracoes.
Na segunda parte, amostras ndo desnaturadas foram adicionadas. Apos a corrida,
gue foi feita em baixa temperatura (10°C), as duas partes do gel foram separadas, a
primeira foi entdo corada com Coomassie Brilliant Blue R-250 e a segunda foi
colocada em solucéo de triton X100 por 30 minutos para remoc¢éao do SDS do gel.
Apoés a lavagem com triton, o gel foi retirado desta solucéo e lavado em duas etapas
de 30 minutos cada com tampéo citrato de sédio 50 mM pH 5,0. Com o tampé&o
citrato incorporado ao gel, este foi levado para um banho a 50°C por 15 minutos para
iniciar a acdo das enzimas sobre o substrato (CMC) contido no gel. Finalmente a
segunda parte do gel foi corada com vermelho de congo 0,1% e descorado com
NaCl 1 M até que as bandas fossem visualizadas. Um tratamento com &cido acético
10% foi feito para aumentar o contraste entre as regides claras (bandas com

atividade CMCase) das regides coradas (auséncia de atividade enzimatica).

Para confirmacdo de que a suposta endoglucanase encontrada através de
zimograma € a enzima buscada e que esta foi realmente identificada, a banda de
proteina foi recortada do gel de poliacrilamida e clivada com tripsina (Sigma) por
digestdo em gel*®. Os peptideos derivados foram analisados em um espectrémetro

de massas do tipo Electrospray Tandem MS/MS (Q-TOF), equipado com interfase
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nanospray (Micromass), no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Brasil. O
programa MASCOT (www.matrixscience.com) foi usado na identificacdo de

proteinas. A lista de massas dos peptideos foi pesquisada usando a base de dados
de proteina NCBInr (base de dados nédo-redundante do National Center for

Biotechnology information).

3.3 Purificacdo da Endolgucanase Majoritéaria

Apos o cultivo de Xcc, a cultura foi centrifugada a 8000xg por 15 minutos para
a remocao das células. O sobrenadante, contendo a endoglucanase de interesse
uma vez que esta € secretada pela bactéria, foi concentrado por ultrafiltracdo
tangencial em sistema hollowfiber (GE Healthcare), com cartucho de 10 Kda de
corte (UFP-10-E-35 (GE) e o preparo enzimatico foi, entdo, armazenado a 4°C até a
a etapa de purificacdo ser realizada.

A endoglucanase foi purificada por técnicas de precipitacdo com sulfato de
amonio seguida de cromatografia liquida em equipamento de FPLC (Fast

Performance Liquid Chromatography — Amersham Bioscience).

Notamos que a remocdo total do sal do meio de cultura (NaCl) de Xcc é
capaz de melhorar a eficiéncia da purificacdo da endoglucanase partindo do extrato

enzimético total, principalmente no passo de precipitacdo com sulfato de aménio.

O extrato enzimatico total foi submetido a passos sucessivos de precipitacdo
com sulfato de amdnio a 20% e 40%. Em cada um dos passos, ap0s a adicdo de
(NH4)2S0O4, a solucdo foi centrifugada a 13000xg por 20 minutos. O precipitado
contendo proteinas foi ressuspendido em tampéao Tris 50 mM pH 8.0 e centrifugado

novamente a fim de permanecer apenas com a parcela soltvel de proteinas.


http://www.matrixscience.com/
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Apés a purificacdo parcial da Endoglucanase obtida com 40% de (NH4).SOg,,
utilizamos uma coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-25 Superfine - GE), pré-

equilibrada com Tris 50 mM, pH 8.0, obtendo a endoglucanase pura.

3.4 Determinacao das condi¢cdes 6timas de pH e temperatura

O pH étimo foi determinado através de medidas de atividade enzimética da
proteina purificada com CMC como substrato em pH variando de 2 a 10 a 50°C.
Determinado o pH 6timo, este foi utilizado para a determinacdo da temperatura
Otima, obtida por determinacdo da atividade sobre o0 mesmo substrato variando a

temperatura entre 30 e 80°C*°.

Os ensaios de atividade enzimatica (CMCase) foram determinados utilizando
CMC (0.5% m/v) preparado em solugdo tampéo adequada. A reacao de 100 pL total
contendo enzima na concentragéo de 400 nM e concentragdes finais de 0.25% (m/v)
de CMC e 50 mM de tampao foi incubada também a temperatura adequada por 30
minutos. As reacdes foram paradas com a adicdo de 100 uL de acido dinitrosalicilico
(DNS) e incubado a 100°C por 5 minutos®. A cor caracteristica promovida pelo DNS
para cada uma das reacdes foram lidas a 540 nm utilizando um espectrofotémetro

(Multiskan Spectrum — Thermo Scientific).

As concentracbes das enzimas purificadas foram medidas através do
coeficiente de extincdo (117225 M?*cm™) absorbancia a 280 nm utilizando
Espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer — Thermo
Scientific) e/ou utilizando o Kit Bio-Rad de acordo com as instrugdes do fabricante
(Bio-Rad Laboratories), que nos fornece a concentragcédo de proteina através de um
ensaio baseado no método de Bradford™, usando albumina bovina (Sigma) como

padrao de referéncia.
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3.5 Determinacao de parametros cinéticos — K, € Viyax

Os ensaios cinéticos deste trabalho foram realizados junto ao Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE, Campinas — SP).

Os ensaios de atividade de CMCase para a realizacdo da cinética foram
realizados conforme a descricdo anterior. A taxa de reacdo (Vo) foi determinada
mantendo-se fixa a concentragdo da enzima em 200 nM e variando a concentragao
do substrato CMC em tampao Tris 50 mM pH 7.0 a 45°C. A atividade enzimética foi
monitorada nas concentracdes de 0.05, 0.1, 0.25, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.5 e 4% (m/V)
de CMC de baixa viscosidade. A leitura dos dados foram feitas ap6s 30 minutos de

reacao seguida da adicdo de DNS por absorbancia a 540 nm.

Os dados entdo foram representados graficamente para cada uma das
concentracbes de CMC, permitindo o calculo da velocidade de reacdo (Vo) —
concentracdo do produto liberado (mM) dividido pelo tempo de reacdo. Com esses
dados, é ainda possivel calcular outras constantes cinéticas da endoglucanase para
CMC: velocidade maxima da reacdo (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Kp,).
Para determinar esses parametros utilizamos o software SigmaPlot 10.0. A partir

destes dados, ainda calculamos também o K.z € a eficiéncia catalitica da enzima.
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3.6 Eletroforese Capilar

Com a finalidade de compreender melhor a forma de atuacédo da enzima em
possiveis substratos, utilizamos a técnica de eletroforese capilar, que através da
marcacao de polissacarideos com 8-aminopireno-1,3,6-acido trisulfonico (APTS),

gue nos permite identificar os padrfes de hidrdlise para os substratos analisados.

Para a analise da endoglucanase utilizamos os seguintes substratos: Avicel,
CMC, B-glucano, e polissacarideos formados por 5 e 6 unidades de glicose. Foram
realizadas hidrélises parciais e totais com esses substratos, variando para iSso 0
tempo em que enzima e substrato marcados com 1 pM de APTS ficaram incubados
a 50°C.

A andlise dos produtos de quebra dos substratos foram realizadas por um
detector de fluorescéncia com laser induzido - BioFocos 2000 (Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Um capilar de silica fundida (TSP050375, Polymicro
Technologies) de 50 ym de didmetro e 31 cm de comprimento foi utilizado como
coluna de separacdo dos oligossacarideos. As condicdes de eletroforese foram
15kV/70-100 pA utilizando 100 mM fosfato de sédio (pH 2.6) como tampao de
corrida e temperatura controlada a 20°C. O capilar foi lavado com 1 M NaOH
seguido pela corrida do tampao para prevenir contaminacdes. Os substratos
marcados com APTS foram excitados a 488 nm e a emisséo foi coletada através de
um filtro de 520 nm>2.
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3.7 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo — SAXS

Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) foi utilizado para a
determinacdo de modelos tridimensionais de baixa resolugédo (envelopes)®**® com a
finalidade de obter informagdes estruturais da enzima em solugdo. A coleta de dados
de SAXS foram realizadas para diferentes concentragdes da endoglucanase na linha
D02A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrontron (LNLS) utilizando
comprimento de onda A=1.488 A, detector bidimensional e distancia amostra-
detector de 1028.4 mm, cobrindo um intervalo de transferéncia de momento de

0.0411 A <q<0.3253 A™.

A analise sistematica foi realizada levando-se em conta o ruido gerado pelo
CCD, a intensidade do feixe, a absor¢cdo da amostra e o espalhamento da solucéo
tampdo em que as proteinas encontravam-se. Finalmente o0s padrbes
bidimensionais das diferentes concentracbes da endoglucanase foram integrados
em 26. O raio de giro (Ry) foi obtido por dois métodos distintos, utilizando a equacéo
de Guinier’” e pelo método de Transformada Inversa de Fourier implementado no
programa Gnom®®, onde também obtivemos a funcéo de distribuicdo de distancias

p(r) e o diametro maximo (Dmax) da proteina.

Estruturas de baixa resolucéo foram obtidas a partir dos dados experimentais
da endoglucanase utilizando o programa Dammin®. Para os dois dominios da
proteina (catalitico e CBM), estruturas terciarias resolvidas de dominios de
proteinas homologas com alta identidade para a Endoglucanase em estudo foram
posicionadas de modo a preencher o DAM, ou seja, o mapa de densidade
eletrénica. Os dominios cristalograficos de ligacéo a celulose (pdb id 1EXG)® e o
dominio catalitico (pdb id 2ZUM)®* de Cellulomonas fimi e Archaeon Pyrococcus
horikoshii respectivamente foram posicionados no DAM respeitando a sequéncia de
estrutura primaria. Os valores de Ry, € Dmax, @ curva de espalhamento simulado das
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coordenadas atomicas e as discrepancias entre o modelo proposto e os dados

experimentais foram calculados utilizando o programa Crysol®.

3.8 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) e Fluorescéncia

3.8.1 Estabilidade Térmica e de variacdo de pH utilizando CD

O fendmeno de dicroismo circular (Circular Dichroism, CD) é a propriedade
observada em uma molécula que possui centros assimétricos (centro quiral), quando
ela absorve diferenciadamente a luz circularmente polarizada a direita e a luz
circularmente polarizada a esquerda®.

Peptideos e proteinas sdo amplamente estudados por CD, pois o0s principais
centros quirais destas moléculas (C,) estdo ao longo da cadeia principal. Portanto,
seus espectros de CD na regido entre 180 e 260 nm (regido do UV-distante)
fornecem informacdes capazes de caracterizar e discriminar estruturas secundarias

(a-hélices, fitas-B, voltas e estruturas ndo ordenadas) presentes nestas moléculas®.

A espectroscopia de CD em proteinas e peptideos € uma ferramenta muito
utilizada no estudo de mudancas conformacionais (sofridas devido a variacbes de
solventes, temperatura e de pH), na interacdo com ligantes e em ensaios de

desnaturacéo e renaturacdo de proteinas®® .

A estimativa do contetdo de fracdes de estrutura secundéaria de uma proteina
é feita com base num grupo de proteinas de referéncia que possuem estrutura
secundaria e espectros de CD conhecidos. Com o auxilio de programas
computacionais, que utilizam diferentes métodos de desconvolugdo, sao extraidas
as componentes comuns dos espectros de CD da proteina analisada e a

porcentagem que as mesmas representam no espectr067.
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Os espectros CD foram coletados a temperatura controlada de 25°C
utilizando o espectropolarimetro JASCO J-720 (JASCO Corporation, Téquio, Japao)
na faixa de 195 a 245 nm em cubetas cilindricas de quartzo de caminho éptico de
1 nm. Os espectros de CD foram tipicamente recuperados empregando-se médias
de 8 varreduras. As contribuicbes dos tampdes obtidos sob condi¢bes idénticas
foram subtraidas e todos os espectros foram corrigidos a fim de eliminar qualquer
efeito de ruido. Os espectros originais foram filtrados com Transformadas de Fourier,
preservando as bandas tipicas de cada espectro. Em todos os casos, eles foram
obtidos em elipticidade (6) e, convenientemente transformados em elipticidade molar
(6.

A solucdo protéica proveniente da purificacdo, foi utilizada para analisar a
integridade das estruturas secundarias nas condicdes de extracdo e monitorar as
possiveis mudancas conformacionais induzidas por influéncia do pH e temperatura
através das medidas de CD. Ensaios de variacdo de temperatura para o intervalo
de 20 a 80°C e concentracao de 2,5 uM de enzima foram realizados para obtencéo
do T, com a proteina com e sem celobiose (40 mM).

O pH de uma solucdo é uma das caracteristicas mais comuns que podem
gerar mudancas conformacionais em uma proteina. Para observar essas possiveis
mudancas por influéncia do pH, amostras da enzima foram incubadas em soluc¢des
tamponadas em diferentes pHs. As solucbes tampédo utilizadas foram:
Na;HPO,/acido citrico para os pHs 2.6, 4.0, 4.5 e 6.0, Na2HPO4/NaH2PO3 para o
pH 8.0 e tampé&o glicina para pH10, todos a 20mM.

Apés incubar por 16 horas a endoglucanase nos diversos pHs, 0os espectros
de CD foram coletados a 25°C em cada um dos tampdes com pH variando de 2.6 a
10.
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3.8.2 Espectroscopia de Fluorescéncia — variacao de pH

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia estatica também é largamente
usada no estudo de proteinas e peptideos para fornecer informacdes relacionadas
as vizinhancas dos grupos fluorescentes (fluoréforos naturais), que em proteinas sao
0s aminoacidos aromaticos: Phe, Tyr e Trp (Figura 9). A fluorescéncia destes
residuos é altamente sensivel ao ambiente em que se encontram, portanto,
monitorar suas alteracdes pelos parametros da espectroscopia de fluorescéncia, tais
como posicao do maximo de emissdo (Amax) € mudancas no rendimento quantico
(¢e) devido a acdo de solventes, ligantes e pH, sugerem discretas mudancas

conformacionais sofridas nas vizinhangas dos fluoréforos®,

H

O\\ lII M O\\C_(!J—N/H O\\ I-l-l /H
/Cm('I:mN\ HO/ | \H /C_/C_N\
HO CH2 H CH2 HO CH2 H
HN
OH
Phe Tyr Trp

Figura 9 — Aminoacidos aromaticos que possibilitam os ensaios de espectroscopia de emisséo de
fluorescéncia.

As medidas de emissao de fluorescéncia da endoglucanase foram realizadas
em um espectrofluorimetro K2 (ISS Inc Champaign, IL — EUA) com temperatura
controlada a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Gtico.
Amostras foram excitadas a 295 nm e a emisséo de fluorescéncia foi monitorada no

intervalo de 300 a 450 nm. A fim de minimizar o efeito do espalhamento de luz, os
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espectros de emissao de fluorescéncia dos tampd@es foram subtraidos dos espectros

da amostra.

As condi¢cbes do ensaio, como concentracdo de enzima, tampdes e pHs

utilizados para este caso foram as mesmas para a realizacao dos ensaios de CD.

3.9 Ensaios de Cristalizacao

A cristalizagdo de proteinas € uma das mais importantes ferramentas para
estudos estruturais destas macromoléculas que envolve uma sequéncia de eventos
complexos intimamente relacionados para a obtencéo dos cristais. Para 0s ensaios
de cristalizacdo € necessario que o sistema contendo a proteina de interesse em
alto nivel de pureza seja levado gradualmente a um estado de supersaturacao para
gue ocorra a nucleacdo (formacdo de pequenos agregados ordenados) e

posteriormente o crescimento de cristais®®°.

Para os ensaios de cristalizacéo, utilizamos dois métodos classicos baseados
em sistemas de difusdo de vapor: “Gota Suspensa” e “Gota Sentada” (Figura 10).
Nessas técnicas uma pequena gota de proteina é misturada com um volume igual
ou similar de solugcdo de cristalizagcdo (formada usualmente por tampdao, sal e
precipitante). Para a técnica de gota pendurada, a gota € colocada sobre uma
laminula siliconizada, a qual é invertida e selada sobre um reservatério contendo
uma solucéo de cristalizacdo. Para a técnica de gota sentada, a gota fica depositada
em um poco. A diferenca de concentracdo entre a gota e o reservatorio direciona o
sistema no sentido de um equilibrio de concentracdo entre a gota e a solucdo do
reservatorio. Isso ocorre por difusdo atraves da fase de vapor da solucdo menos

concentrada para a de maior concentracdo '*.
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Gota suspensa Gota sentada

Solucéao de cristalizagéo + proteina

Isolante ——> @& //! ® \\ [ )

AN
AN

N

Solucéo de cristalizagao
(precipitante)

Figura 10 - Técnicas de difusdo de vapor utilizadas na cristalizacdo de macromoléculas.

A identificacdo das condi¢des de cristalizacdo da endoglucanase estudada foi
feita inicialmente com a enzima concentrada (8 mg/mL em tampao Tris 50 mM
pH 8,0) através de uma triagem utilizando o sistema robotizado Honeybee 931
(Genomic Solutions Inc.). Neste ensaio, que utiliza sistema de gota sentada, foram

testados 4 kits de cristalizacdo, o que totaliza 384 condicdes de cristalizagao.

Nessa triagem inicial, cresceram pequenos cristais na condicdo de 0.1 M Tris
HCI pH 8.5 e 2.0 M fosfato de amodnio dihidrogenado. Com a finalidade de obter
cristais maiores esta condicdo foi reproduzida com a técnica de gota suspensa. Os
cristais cresceram a até seu tamanho maximo em aproximadamente 15 dias. Todos

0s experimentos de cristalizacao foram feitos sob temperatura controlada a 18°C.
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3.10 Coleta de Dados e Processamento

Os cristais que mostraram-se visualmente melhor formados foram submetidos
a difracdo de raios-X em trés equipamentos diferentes. Inicialmente foram testados
cristais no Laboratorio de Cristalografia do IFSC, que dispde de um anodo rotatério
modelo UltraX 18 (RIGAKU/MSC) com detector tipo placa de imagem modelo
Mar345dtb (MAR Research). Também foram testados cristais nas linhas MX-2 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas — SP)"? e na linha X25 do
Brookhaven National Laboratory (BNL, Upton — NY). Todos os cristais foram
testados em temperatura criogénica (100 K), crioprotegidos com adicdo de

etilenoglicol 20% (V/V) da solugéo de cristalizagdo em que o cristal foi obtido.

A indexacdo das primeiras imagens e estratégia de coleta de dados foram
realizadas com o programa iIMOSFLM" do pacote CCP4’*. Nessa etapa, foram
determinados os parametros de cela e escolhido o grupo espacial, baseando-se no
grupo com maior simetria e menor penalidade. A estratégia de coleta foi orientada
de acordo com o grupo espacial, verificando-se a presenca de overlaps e a distancia
da placa e tempo de exposicado foram otimizados para maximizar a qualidade dos
resultados. ApoOs a coleta dos conjuntos de dados, as imagens foram indexadas e
integradas com o programa iIMOSFLM™® e o escalonamento foi realizado com o
programa SCALA™, ambos do pacote CCP4’*. O nimero de moléculas presentes
na unidade assimétrica e o contetdo de solvente foram estimados utilizando-se o

programa Matthews_coeff do CCP4™.

A estrutura foi determinada por substituicio molecular, utilizando-se o
programa Phaser’®, também pertencente ao pacote CCP4, utilizando como modelo a
estrutura com identidade sequencial de 47% depositada no banco de dados PDB
(Protein Data Bank — www.pdb.org) com cédigo de acesso 2ZUM®:. Apds obtencao
das fases iniciais, o modelo foi refinado com a finalidade de encontrar concordancias
entre os fatores de estrutura calculados (Fc) e observados (Fo), que normalmente é
representado diretamente pelo denominado R:or. Normalmente os fatores de

estrutura tedricos (Fc), calculados com base no modelo inicial, apresentam baixa
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concordancia com os fatores de estrutura encontrados experimentalmente (Fo).
Semelhante ao Rsaor, aCOmpanhamos e analisamos também o Rsee, que relaciona os
fatores de estrutura observados e calculados a partir do modelo e utilizado para
validar a qualidade da estrutura de forma independente e imparcial ao processo. O
refinamento consiste em ajustar o modelo buscando a melhor concordéncia dos
fatores de estrutura calculado e observado através de mudangas nos parametros
posicionais. O refinamento foi realizado com programa PHENIX'’ (espaco reciproco)
intercalando com revisdes e ajustes do modelo com o0 mapa de densidade eletrénica
de forma manual usando o programa grafico Coot’® (espaco real). As imagens foram

produzidas utilizando o programa Pymol (De Lano Scientific).

4 Resultados

4.1 Expressao de Endoglucanases

Quatro meios de cultura foram utilizados para indu¢do de endoglucanases:
LB, MMXO e MMXO substituindo glicose por celulose microcristalina (Avicel) e

carboximetilcelulose (CMC).

Com estas variacdes, observamos que entre um meio minimo e um mais rico
em relacdo aos nutrientes nao havia grandes diferencas. Ja em relacéo a adicao de
compostos celuldsicos (Avicel e CMC), estes ndo mostraram melhoras em relacéo a

expressao e atividade enzimatica (Figura 11).
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a b c d e

Figura 11 — Ensaios enzimaticos comparativos em placas de CMC coradas com vermelho de congo
mostrando atividade enzimatica para os diferentes meios de cultura testados: (a) Controle
(b) LB, (c) MMXO, (d) MMXO + Avicel e (¢) MMXO + CMC.

Sendo o tamanho do halo diretamente proporcional a atividade enzimatica, o
meio escolhido para o cultivo da bactéria foi o LB, jA que este, além de ser
largamente conhecido e utilizado, mostrou resultados satisfatérios para obtencéo de
celulases. Tal caracteristica provavelmente esté relacionada ao fato de que o meio
de cultura LB € um meio nutricionalmente mais rico em relagdo ao MMXO que
permite uma concentragdo de células maior e, portanto possibilita a ativacdo do
guorum sensing de Xanthomomas que esta relacionado ao fator de viruléncia

incluindo as endoglucanases.

4.2 ldentificacdo da Endoglucanase Majoritéaria

Definido o meio de expresséao para celulases, buscamos a endoglucanase de
interesse em meio as demais proteinas extracelulares apresentadas e verificadas
por SDS-PAGE (Figura 12a) . Com este objetivo iniciamos a identificagdo através de
zimogramas (Fig. 12b).
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Figura 12 - (a) SDS-PAGE: (I) Marcador molecular (ll, Ill e V) Proteinas extracelulares totais em
diferentes concentracdes em condi¢cdes desnaturantes. (b) Zimograma identificando
regides onde ha enzimas (em condigbes ndo desnaturantes) com atividades para
CMCase para as diferentes concentracdes de proteina identificadas por I, 1l e Ill.

Conhecendo a sequéncia da proteina de interesse, que possibilita o calculo
de sua massa molecular teorica (49.5 kDa) e unindo aos dados do zimograma e
SDS-PAGE contendo extrato total de proteinas, chegamos proximo a afirmar que a
endoglucanase majoritaria foi localizada (destacada em vermelho na Figura 13),
porém, para confirmar, utilizamos espectrometria de massas da amostra digerida por
tripsina. A andlise por espectrometria de massas possibilitou cobertura de grande
parte da sequéncia da proteina (aproximadamente 55%) e obtencdo de dados
suficientes para dar certeza de que a Endoglucanase havia sido encontrada com
Score de 1146 (Figura 13).
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Figura 13 - Espectro de massas com peptideos identificados. A sequéncia primaria da proteina
encontra-se em destaque com os residuos identificados por espectrometria de massas
destacados em verde.

Com este resultado passamos a afirmar que a endoglucanase majoritaria de
Xcc foi identificada entre aquelas expressas e apresentadas no meio extracelular do

cultivo.

4.3 Purificacdo da Endoglucanase

Com a enzima identificada, foi possivel partir para o passo de purificagéo.

Impossibilitados de utilizar cromatografia liquida como primeiro passo, jA que nesse
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ponto as proteinas encontram-se junto a goma xantana, a purificagcdo baseou-se

inicialmente em precipitagdo com sulfato de amonio em diferentes concentragoes.

Notamos que ao precipitar o extrato total de proteinas com 20%, grande parte
dos contaminantes eram eliminados, e posteriormente aumentando a concentracao
de sulfato de amoénio para 40% a endoglucanase encontrava-se parcialmente
purificada e ja sem a presenca de goma xantana, permitindo o uso de colunas

cromatograficas.

A finalizacdo da purificagdo da enzima foi feita utilizando uma coluna de
exclusdo molecular (Sephadex G-25 Superfine — GE, 5ml), apresentando
basicamente dois picos de absorbancia a 280 nm. A enzima pura encontra-se no
segundo pico, num volume de aproximadamente 10 mL. O primeiro pico (cerca de 3
mL) ainda apresenta a Endoglucanase em quantidade bem menor, porém com o0s
contaminantes (Figura 14). Ao término da purificagdo, obtivemos um rendimento de
aproximadamente 1 mg de Endoglucanase pura por litro de cultura, o que representa

cerca de 3% do total de proteinas secretadas.

3,0
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1,5 H
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0,0 , . , . , . , . , .
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Figura 14 — Cromatograma de exclusao molecular para purificagdo da endoglucanase majoritaria de
Xcc (identificada no segundo pico).
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A figura 15 mostra de maneira resumida os dois passos necessarios para a

purificacdo da enzima.

66 KDQ s

45 KDawmw -
36 KD e -

29 KD a e
24 KDa

“‘-

20 KDa e
14 KD s
Figura15- SDS-PAGE com passos de purificagdo — I: Marcador Molecular; Il: Extrato total de
proteinas extracelulares de Xcc; lll: proteinas precipitadas com 20% de sulfato de

amonio; IV: proteinas precipitadas com 40% sulfato de aménio; V: primeiro pico da
cromatografia de exclusdo molecular; VI: segundo pico da cromatografia de exclusdo
molecular mostrando a endoglucanase majoritaria purificada.
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4.4 Determinacdo das condi¢cGes 6timas de temperatura e pH

para atividade da Endoglucanase

4.4.1 pH 6timo

Com o ensaio realizado variando o pH de 2.0 a 10.0 calculamos a atividade
relativa entre cada um dos pHs analisados para o ensaio de CMCase. Com esses
dados plotamos uma curva a fim de demonstrar de forma mais clara a influéncia do

pH na reacao (Figura 16).
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Figura 16 — Influéncia do pH para a atividade de CMCase para endoglucanase de Xcc.

Através do grafico (Figura 16) podemos concluir que o melhor pH para a
atuacao da endoglucanase € o pH 7.0, porém, se analisarmos um pouco melhor esta

curva notamos que no intervalo de pH 4.5 a 9.0 ainda verificamos significativa
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atividade variando em aproximadamente 50%, o que nos leva a dizer que a enzima

possui uma boa faixa de estabilidade e atuacao para pH.

4.4.2 Temperatura 6tima

Da mesma forma feita para a analise de pH, utilizamos um ensaio variando a
temperatura de 30 a 80°C e calculamos a atividade relativa para cada uma das
temperaturas analisadas para o ensaio de CMCase e entdo construimos uma curva

de atividade para determinar a temperatura 6tima da enzima (Figura 17).
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Figura 17 — Influéncia da temperatura para a atividade de CMCase para endoglucanase de Xcc.
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A curva mostrada na Figura 17 que demonstra a influéncia da temperatura
para a atividade de CMCase da enzima, revela que a temperatura 6tima para sua
atuacdo é de 45°C. Além da temperatura 6tima, podemos notar que a proteina
apresenta atividade em uma grande faixa de temperatura sem grandes perdas, ja
que entre 30 e 60°C a atividade em relacao a temperatura 6tima cai menos de 20%,
para temperaturas até 70°C observamos uma queda de aproximadamente 40% da
atividade, e ainda a 80°C € possivel observar atividade consideravel da enzima para

uma temperatura tdo alta.

45 Cinética enzimatica

Determinados a temperatura e pH 6timo para a atuacao da endoglucanase, a
concentracdo de enzima e tempo de reacdo, possibilitamos o célculo e a
determinacao das velocidades de reacao (produto liberado/tempo de reacdo) para
diferentes concentragdes de substrato testadas (0.05, 0.1, 0.25, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.5
e 4% (m/v) de CMC de baixa viscosidade). A velocidade inicial encontrada foi
relacionada a concentracdo de substrato para formacdo da curva de Michaelis e
Menten demonstrando o efeito da concentracdo de substrato na velocidade de

formacao de produto (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito da concentracé@o de substrato soluvel (CMC) na velocidade de reacao.

Com estes dados, utilizamos o programa SigmaPlot 10.0 para o céalculo dos
parametros cinéticos da endoglucanase de Xcc. Os parametros obtidos encontram-

se ilustrados na tabela 1.

Tabela 1 — Parametros cinéticos para Endoglucanase obtidos utilizando CMC como substrato.

Km Vmax Kcat Eficiéncia Catalitica
(mg.mLY)  (umol.min".mL™)  (min™) (mL.mg™*.mM™)

Endoglucanase 4.50+0.804 0.05+%0.00186 273.60 60.80
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Estes estudos cinéticos em concentracdes saturantes de substrato CMC
mostram que a atividade da endoglucanase segue a cinética de Michaelis-Menten
na qual, o valores K, e K.y foram estimados em 4.5 mg.mL™ e 273.60 min™.

4.6 Eletroforese Capilar

Utilizando a técnica de eletroforese capilar, foi possivel verificar a forma de
atuacdo da enzima em cinco substratos diferentes. Inicialmente, dois
polissacarideos formados por 5 e 6 unidades de glicose e marcados anteriormente
com APTS foram submetidos a hidrolise enzimatica (Figura 20). Ja a hidrélise com
B-glucano, CMC e Avicel foi realizada e posteriormente, seus produtos foram
marcados com APTS (Figura 21), observados através de excitacdo a 488nm e as

emissoes coletadas a 520 nm.
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Figura 19 - Espectros de Eletroforese capilar de oligossacarideos marcados com APTS: Hidrdlise

incompleta e completa de oligossacarideo formado por cinco (A) e seis(B) glicoses. Os
dois oligossacarideos estdo marcados com APTS pela extremidade néo redutora e os
simbolos C6, C5, C4, C3 e C2 indicam o grau de polimerizacdo dos oligbmeros de
glicose.
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Figura 20 - Espectros de Eletroforese capilar da hidrélise de beta-glucano (A), CMC (B) e Avicel (C)
com produtos marcados com APTS. O produto de cada substrato foi marcado
posteriormente a hidrélise com APTS. Os simbolos C4, C3, C2 e C1 indicam o grau de
polimerizacdo dos produtos em relagdo a um marcador para oligdmeros de glicose.
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Com a hidrolise dos substratos mais simples, mostrados na figura 19,
podemos observar que o sacarideo contendo 5 glicoses (C5) foi hidrolisado
liberando uma molécula com duas unidades de glicose (C2) e a enzima nao foi
capaz de hidrolisar o substrato restante, com trés glicoses (C3). No caso mostrado
na figura 19B, que tem substrato formado por seis unidades de glicose (C6),
observamos o mesmo padrdo de hidrolise (liberando C2), sé que neste caso o
substrato restante de quatro unidades de glicose (C4) ainda foi reduzido a C2,
porém, o C3 que também foi formado ndo teve continuidade da acdo da enzima.
Com o resultado destes substratos simples, é possivel concluir que a enzima
provavelmente precisa de no minimo quatro moléculas de glicose para realizar sua
catélise, ja que nos dois casos, quando o substrato foi reduzido a C3, este se
manteve mesmo nos casos em que enzima e substrato ficaram incubados por

tempos mais longos.

Nos casos dos ensaios realizados com substratos mais complexos,
mostrados na figura 20, notamos padrdes de hidrdlise diferentes para cada um dos
ensaios, o que pode ser justificado pela prépria natureza dos substratos, pois estes
possuem caracteristicas estruturais diferentes, como ramificacdes no caso do CMC
e B-glucano e cristalinidade do Avicel. Ndo é possivel observar produtos maiores
gue os apresentados em funcdo do tempo de corrida realizado para este
experimento, mas através dos picos apresentados, notamos que o substrato em que
enzima tem menor facilidade de clivar € o Avicel, quando comparado ao 3-glucano
ou CMC.

4.7 Estrutura de baixaresolugédo — SAXS

A analise da sequéncia da endoglucanase através de comparacdes a banco
de dados sugeriu fortemente que a endoglucanase € formada por dois dominios
distintos - um dominio menor, de ligacdo a celulose, (CBM) e um maior, dominio

catalitico (Figura 21).
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Figura 21 — Supostos dominios conservados detectados através do programa BLASTP 2.2.25+%.

A fim de verificar estes supostos dominios e também conhecer o estado
oligomérico da enzima, coletamos dados de SAXS no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron através dos quais determinamos a estrutura de baixa resolucdo da

endoglucanase.

As curvas de SAXS para diferentes concentracbes da endoglucanase
medida mostraram-se similares. Os dados apresentados sao provenientes da
amostra a 3.5mg/mL. A curva de SAXS e o0s ajustes com o0s espalhamentos
simulados para o modelo de corpo rigido (RBM) e para o DAM sdo mostrados na
figura 22. A p(r) da endoglucanase € alongada possuindo Dpax de 115.00 + 0.50 A. A
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
23).
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Curva de espalhamento experimental da endoglucanase de Xcc (log I(q) x q) e
resultados de procedimento de ajuste. Curva experimental (circulo com barra de erros);
intensidade de espalhamento simulado para o DAM (linha azul clara); intensidade de
espalhamento simulado para o modelo de corpo rigido contendo os dominios de ligagédo
a celulose e catalitico (linha azul).
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Figura 23 — Funcéo de distribuicdo de distancias para os dados experimentais da

endoglucanase de Xcc.
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Com o arquivo de saida (.out) do gnom, rodamos o programa SAXS Mow

(http://www.ifsc.usp.br/~saxs/saxsmow.html)’®, que possibilita o célculo da massa

molecular aproximada através da curva experimental e sua p(r). Através deste
programa obtivemos massa estimada em 50.9 kDa, o que nos da uma diferenca de
apenas 2.8% de acordo com a massa tedrica (Figura 24), mostrando a qualidade

dos dados experimentais e na determinagao das curvas.

D www.ifsc.usp.br/~sa
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qA ) )
Results
GNOM file information Maximum q for Q' calculation: 0.20 v

GNOM file name: endo35115.out MW estimated from SAXS: 50.9 kDa

Input file(s): endo35.chi
Enter protein monomer molecular weight (if a priori known)

Date: Thu Dec 17 15:11:44 2009

Monomer MW (kDa): 495 Calculate
g-range (1/A): from 0.0411 to 0.3253 ) b

Number of subunits: 1
Radius of gyration (A): 33.98 +- 0.048 Estimated oligomer MVV: 49.50 kDa

Relative discrepancy: 2.8%

Figura 24 — Janela programa SAXS Mow mostrando as curvas da saida .out do gnom e seus
resultados para o calculo de massa molecular.

Modelo tridimensional (DAM) foi gerado ab initio a partir dos dados de SAXS.
Para verificar a unicidade do modelo, simulagbes independentes partindo de
diferentes parametros iniciais foram realizadas, chegando a resultados consistentes.
Finalmente, com o0s modelos e a sobreposicdo destes com as estruturas
cristalograficas de maior identidade da proteina estudada, verificamos que esta

enzima, assim como para outras celulases ja descritas principalmente de fungos e


http://www.ifsc.usp.br/~saxs/saxsmow.html
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também como desconfihvamos através da sequéncia analisada, possui dois
dominios: catalitico e de ligacao a celulose, com uma regido entre eles (linker), como

podemos verificar através do modelo obtido mostrado na Figura 25.

Figura 25 - Sobreposicdo do modelo de &tomos dummy de Xcc e dos dominios cristalograficos de
maior identidade sequencial dos dominios de ligacéo a celulose e catalitico. Os
modelos cristalograficos foram rotacionados como corpo rigido para ajuste contra 0s
dados de SAXS. A partir do modelo superior a esquerda, os modelos inferior a esquerda
e da direita sao rotacionados 90° em relacao aos eixos y e X, respectivamente.

Os parametros estruturais derivados dos experimentos utilizando SAXS para
a endoglucanase majoritaria de Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC

33913 estao ilustrados na tabela 2.
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Tabela 2 — Par@metros  estruturais  derivados dos dados de SAXS para
endoglucanase de Xcc.
Exp’ DAM* RBM ¢
Dmax (A) 115.0 £ 0.50 116 108.8
Rg (A) 33.98 = 0.50 33.19 31.55
Resolucéo (A) 19.31 - -
MWsaxs (kDa) € 50.9 - -

TCalculados a partir dos dados experimentais.

* Parametros para modelos de atomos dummy.
® parametros calculados para o modelo de corpo rigido.

€ Calculado a partir do programa SAXSMoW.

Resolution: 21T/qmax.

4.8 Desnaturacédo Térmica usando Dicroismo Circular

Com a finalidade de encontrar a temperatura de transicdo do estado

enovelado da proteina (Tn) utilizamos ensaios de dicroismo circular variando a

temperatura de 20°C a 90°C na presenca e auséncia do inibidor (celobiose). Nos

dois casos analisados o processo de desnaturacdo térmica mostrou-se irreversivel,

uma vez que a proteina aquecida até 90°C nao apresentava espectro de CD

semelhante ao encontrado no estado nativo, mesmo que resfriando o sistema

lentamente até retornar a 20°C. Para o estado nativo, a temperatura de transi¢cdo do

estado enovelado foi de 69.2°C e na presenca de celobiose o valor aumentou para

73.1°C, 0 que mostra que a presenca do inibidor ocorre uma possivel mudanca na

estrutura secundaria, que favorece uma estabilidade térmica maior para a proteina,

aumentando seu T, em aproximadamente 4°C (Figura 26).
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Figura 26 - Influéncia da celobiose na estabilidade térmica da endoglucanase de Xcc monitorada
pela técnica de dicroismo circular. Endoglucanase nativa em preto e Endoglucanase na
presenca do inibidor (celobiose) em vermelho. O valor da temperatura de transi¢cao (T,,)
para a enzima com e sem celobiose sé@o respectivamente TMengo cet = 73.1°C € TMengo =
69.2°C.

4.9 Ensaios de estabilidade com variacdo de pH utilizando CD

A andlise dos espectros de dicroismo circular para cada um dos pHs (Figura
27) demonstraram que a Endoglucanase preserva um enovelamento proximo ao
nativo com conformacdes ligeiramente diferentes quando em pHs mais basicos.
Porém, quando observamos a proteina em pHs extremamente acidos (préximos a
2.5) observamos um decréscimo na elipticidade molar. A reducéo da elipticidade
molar provavelmente indica uma desestruturacdo da molécula com uma diminuicéo

da estrutura secundéria regular. Em pH 2.6 o espectro de CD indica que a proteina
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perdeu estrutura regular, pois apresenta um espectro de CD mais proximo a

proteinas

com estrutura secundaria ndo-regular, porém, notamos que 0s minimos ndo sao
muito alterados, o0 que permite dizer que a enzima ainda ndo esta completamente

desnaturada, ou seja, ainda mantém parte de sua estrutura secundaria.

—pH2.6
pH4.0
o0 pH6.0
—pHS8.0
—pH10.0
(=)
o
©
E
@)
@)
0
-20 I T T T I
200 220 240
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Figura 27 - Efeitos sobre a estrutura secundaria através da variacdo de pH para a Endoglucanase
verificada por Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) Espectros de CD em fungao
do pH. Os valores de pH séo 2.6 (preto), 4.0 (cinza), 6.0 (rosa), 8.0 (verde) e 10.0

(vermelho).

4.10 Espectroscopia de Fluorescéncia — variacao de pH

Através da espectroscopia de fluorescéncia é possivel fazer andlises da

estrutura terciaria da enzima em solucdo, utilizando para isso, medidas de
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fluorescéncia intrinseca empregando os triptofanos da proteina como sondas, ja que
o0 espectro de emissdo do triptofano € muito sensivel ao seu ambiente e pode

fornecer informacdes Uteis sobre o estado enovelado da proteina.

Apos excitacdo a 295 nm, o espectro de emissdo de fluorescéncia da
Endoglucanase (300 a 450 nm) mostrou para a maior parte dos pHs analisados um
comprimento de onda maximo de 335 nm (pHs 4.0, 6.0 e 8.0), porém, ha um
decréscimo para 334 nm para pH 10.0 e quando em pH extremamente acido (pH
2.6) o maximo foi obtido em 328 nm (Figura 28). Esse decréscimo revela que neste
caso houve uma modificacdo do ambiente em que o triptofano se encontra em
relacdo aos outros pHs, podendo ocorrer uma internalizacdo ou possivelmente
alguma modificacdo nas cadeias laterais dos residuos, ja que 0 maximo neste caso
foi menor que para as demais analises®. Com estas observacées, verificamos que
0s dados obtidos por emissdo de fluorescéncia corroboram com os dados obtidos
com dicroismo circular, jA& que estes mostram que a enzima tem mudancas

estruturais quando em pHs extremamente acidos.
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Figura 28 - Espectro de emissao de fluorescencia para os pHs 2.6, 4.0, 6.0, 8.0 € 10.0 da
Endoglucanase.
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4.11 Cristalizagédo, Coleta de Dados e Resolucdo da Estrutura

Cristalografica da Endoglucanase

Ao iniciar os ensaios de cristalizacdo, notamos grandes dificuldades em obter
cristais da proteina completa (dominio catalitico-linker-CBM), pois ao manter a
enzima a baixa temperatura, esta comeca a ser digerida por algum tipo de protease,
provavelmente algum contaminante mesmo que minimo restante da purificacdo, e
apos aproximadamente uma semana, observamos através de um SDS-PAGE que a
proteina passa de aproximadamente 50 KDa para 36 KDa (Figura 29), sendo esta
diferenga (14 KDa) proxima ao tamanho do linker e CBM juntos. Assim, conduzimos
os testes de cristalizagdo utilizando esta nova amostra contendo apenas o dominio

catalitico da Endoglucanase.

66 KDa w—

45 KDa s —
36 KDa -

29 KDQ we
24 KDQ we—

20 KDa

14 KDa —

Figura 29 - Gel SDS-PAGE apresentando a diferenca de tamanho entre a Endoglucanase completa
(I) e seu dominio catalitico isolado (l1).
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Apds um screening com kits de cristalizacdo disponiveis em nosso
laboratorio, foi obtida uma solucéo de cristalizacdo na condicdo de foi 0.1 M Tris
HClI pH 8.5 e 2.0 M fosfato de aménio dihidrogenado, que apresentou pequenos
cristais quando em gota sentada e posteriormente realizando os ensaios em gota
suspensa obtivemos cristais mais adequados para iniciar coletas (Figura 30).

Figura 30 - Cristais da Endoglucanase que cresceram em condi¢do Tris HCl| 100 mM pH 8.5e 2.0 M
fosfato de aménio dihidrogenado.

Previamente a coleta de dados, os cristais foram colocados em uma solucéo
crioprotetora com a mesma composi¢cdo da solucdo em que o cristal foi formado
contendo 20% de etilenoglicol. Os cristais foram coletados no anodo rotatério UltraX
18 (RIGAKU/MSC) do IFSC, na linha MX2 do LNLS’? e também na linha X25 do
Brookhaven National Laboratory (BNL, Upton — NY). ApGs o processamento dos trés
conjuntos de dados, verificou-se que o conjunto com maior resolugéo foi obtido com
a coleta no anodo rotatdério, utilizando-se um comprimento de onda de 1,54 A e esse
conjunto foi utilizado para a substituicdo molecular. A Figura 31 ilustra o padréo de

difracdo dos cristais da Endoglucanase.
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Figura 31 — Padréo de difracdo para os cristais de Endoglucanase.

As fases iniciais foram determinadas pela técnica de substituigdo molecular
utilizando-se como modelo a estrutura 2ZUM®' (PDB) através do programa
PHASER, ambos os programas pertencentes ao pacote CCP4%. (Os refinamentos
foram realizados alternando-se ciclos de refinamento no programa Phenix® e
visualizacdo e construcdo do modelo com o programa COOT®.

A estrutura tridimensional da Endoglucanase foi determinada a uma resolucéo
de 2.8 A. A proteina cristalizou no grupo espacial monoclinico C2 e apresenta quatro
moléculas na unidade assimétrica e uma porcentagem de solvente de
aproximadamente 68% (Figura 32). A estrutura da Endoglucanase apresentou boa
geometria e foram observados 93.80% nas regides preferidas e nenhum residuo em
regides nao permitidas do diagrama de Ramachandran (Tabela 3). A completeza
obtida foi 100% e obteve-se alta redundancia. O conjunto foi refinado a valores de
Rfator 0.2145 e Rypee 0.2372. A tabela 3 mostra os parametros referentes as
estatisticas de coleta e processamento dos dados de difracdo de raios X da

Endoglucanase de Xcc.
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Cadeia A Cadeia B

Cadeia C " Cadeia D

Figura 32 — Disposicao e orientacdo das quatro cadeias apresentadas para a estrutura
cristalogréfica.
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Tabela 3 - Estatisticas cristalograficas: Endoglucanase de Xcc.

Coleta de dados

Grupo espacial C2

Parametros da cela unitaria

a (A) 174.59

b (A) 141.36

c (A 107.79

B 110.44
N°. de moléculas na unidade assimétrica 4
Resolucéo (A) 66.27-2.8 (2.95-2.8)
Comprimento de onda (A) 1.54
Reflex6es Unicas 60359 (8817)
Ruenel o) 0,10 (0.461)
Multiplicidade 3.6 (3.6)
Completeza (%) 100 (100)
(I/o(l) médio 10 (2.7)
Bfator médio- Wilson plot (A?) 65.3
Refinamento

Rator 0.2145
Riree” 0.2372
R.m.s.d.

Distancia de ligacao (A) 0.03
Angulo de ligac&o (°) 1.2
Ramachandran Plot (%)

Regibes preferidas 93.80
Regibes permitidas 7.2
Outliers 0

Rmerge = 2nki 2.i [1i(hkl) — (I(hkl), onde I;(hkl) é a intensidade observada para I(hkl) e <I(hkl)> é a média das
intensidades. Entre parénteses os valores referentes a camada mais externa de resolugdo.

b'R factor/ R free = Ynia [Fobs - Feaic|/Dn [Fobs| onde Fops € Feaic SG0 0s fatores de estrutura observados e
calculados; 5% das reflexées foram incluidas nos testes de ajuste para o cdlculo do Rpree.
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O modelo refinado da estrutura do dominio catalitico da Endoglucanase
compreende os residuos 27 a 343. A Endoglucanase pertence a Familia 5, que € a
maior das familias das B-glicohidrolases classificadas atualmente, incluindo mais de
60 enzimas de fungos e bactérias, que clivam retendo a configuracdo do carbono
anomérico. Como esperado para essa familia, sua estrutura consiste em um barril-
TIM, que tipicamente € composto por oito unidades a -hélices e fitas B repetidas,
sendo as fitas B internas e paralelas cobertas pelas a-hélices pela parte externa®.
Estima-se que cerca de 10% das enzimas possuem enovelamento do tipo barril-TIM,
0 que mostra que este enovelamento é comum entre enzimas®. Além disso, muitas
das enzimas com este enovelamento sdo glicosideo hidrolases® que utilizam
aspartatos ou glutamatos como residuos cataliticos para a hidrdlise da ligacéo

glicosidica®.

Além dos elementos do barril, a estrutura apresenta 3 pequenas fitas B
antiparalelas na porcao N-terminal do barril, que ajudam a fechar a porcdo amino-

terminal do barril e proteger do solvente (Figura 33).

Figura 33 — Cadeia A da estrutura cristalografica resolvida. A figura B encontra-se rotacionada de 90°
em relacdo a A.

No sitio ativo, os residuos Arg83, His136, Asn181, Glul82, Glu303, Trp337,
Tyr263 e His261 sdo absolutamente conservados na familia GH5 e estdo envolvidos

nas interacdes em torno da molecula de glicose e da ligacdo glicosidica a ser
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atacada durante a clivagem (Figura 34). Dentre os residuos conservados, o Glu303
tem sido identificado como o nucleéfilo na reacéo de deslocamento® e o Glu182%788
como o doador de proton. O mecanismo de deslocamento duplo foi originalmente
proposto por Koshland (1993)%° e envolve a ligacdo do substrato a enzima, seguida
por um ataque de um nucléofilo da enzima ao carbono anomérico numa reagao de
catélise 4cida, formando um intermediario glicosideo-enzima®. Esse intermediario é
entdo hidrolisado por um ataque de uma agua ao centro do carbono anomeérico por
uma reacao geral de catalise basica, formando o produto e retornando a enzima ao

seu estado de protonacao original®.

H161
R83 R83

Figura 34 - Sobreposi¢édo da estrutura da Endoglucanase com a celotetraose da estrutura da EGAc
(PDB:1ECE) (A) e com duas moléculas de celobiose da EGPh (PDB:2ZUM) (B). Os
residuos conservados do sitio ativo envolvidos na clivagem estdo mostrados como
sticks e nomeados. (C) cavidade catalitica com ambos substratos.
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A sobreposi¢cdo da Endoglucanase com a estrutura homologa do organismo
Pyrococcus horikoshii (EGPh) (PDB:2ZUM) e com a estrutura de Acidothermus
cellulolyticus (EGAc) (PDB:1ECE) apresentam um R.m.s.d. (Root mean square
deviation) de 0.68 A e 0.85 A para os C, respectivamente. Este resultado mostra
uma grande similaridade estrutural do dominio barril TIM, porém foram observadas
algumas diferencas na regido N-terminal, nos loops 1 e 2 e nas ligacdes de
dissulfeto (Figura 35).

Figura 35- Sobreposicdo da Endoglucanase, EGAc (PDB:lece) e EGPh (PDB:2ZUM) (A). As
diferencas estruturais estdo mostradas em vermelho para Endoglucanase, azul para
EGAc e verde para A EGPh. (B) LigacBes de dissulfeto Cys 229-Cys246 (vermelho)
presentes na Endoglucanase e Cys169-Cys171 presentes na EGAc. (C) A posicdo da
ligacao de dissufeto é similar na Endoglucanase e EGPh e diferente na EGAc e envolve
somente uma cisteina conservada, Cys140.

Na regido N-terminal, a estrutura 2ZUM apresenta fitas mais longas, enquanto
que as fitas presentes em nossa estrutura se assemelham mais em tamanho com as
da estrutura 1ECE (Figura 35A). Além disso, a estrutura 2ZUM apresenta pequenas
a-hélices, que estdo ausentes em nossa estrutura e na estrutura 1ECE. As pontes
de dissulfeto também apresentam diferencas quando comparamos as trés

estruturas. Na estrutura da Endoglucanase estdo presentes duas pontes de
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dissulfeto que ajudam a estabilizar a estrutura, uma ocorrendo entre a Cys87 e a
Cys140 e a outra entre a Cys229 e a Cys246 (Figura 35 B,C). A Unica cisteina
conservada € a Cys140, equivalente a Cys159 (2ZUM) e C120 (1ECE) situadas no
loop 3, porém a orientacao da ligacao de dissulfeto varia na 1IECE, mas é igual para
a Endoglucanase e 2ZUM (Figura 35C). Além desta cisteina conservada, a
Endoglucanase possui uma ponte de dissulfeto entre Cys229 e Cys246 unindo dois
loops, enquanto a 1ECE apresenta uma ponte de dissufeto entre a Cysl168 e
Cys171 no mesmo loop (Figura 35B).

A estrutura cristalografica revelou que a Endoglucanase possui um dominio
catalitico composto de um barril TIM conforme esperado para a familia GH5. A
sobreposicao da estrutura com proteinas homoélogas contendo substratos (2ZUM e
1ECE) revelaram que os 8 residuos conservados envolvidos na hidrolise do
substrato encontram-se na mesma orientacdo estrutural encontrada na

Endoglucanase.
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5 Conclusdes

Neste trabalho, foi possivel realizar todos os objetivos propostos. Em um
primeiro passo, definimos a melhor forma de expresséo de celulases e identificamos
a principal endoglucanase de Xanthomonas campestris pv. Campestris, o que
possibilitou analises biofisicas como determinacédo do pH e temperatura 6tima (7.0 e
45°C respectivamente). Experimentos com dicroismo circular e emissdo de
fluorescéncia mostraram que a enzima € bastante estavel com relacdo a variacdes
de pH, sendo prejudicada estruturalmente apenas em pHs extremamente &cidos.
Observamos através de CD, que a enzima € termoestavel, com T, de
aproximadamente 73°C e através dos testes enzimaticos verificamos que a proteina
possui atividade enziméatica consideravel para uma grande faixa de temperatura, até
préximo ao valor do Tp,.

Estudos utilizando eletroforese capilar mostraram e comprovaram que a
enzima €& capaz de promover a hidrolise de CMC, B-glucano e Avicel, além da
analise de dois polissacarideos formados por cinco e seis unidades de glicose que
mostraram que sao necessarios no minimo 4 unidades de glicose em uma molécula
para que ela possa realizar sua funcéao.

Espalhamento de raios X a baixo angulo nos permitiram determinar a
estrutura de baixa resolucdo da Endoglucanase completa e através desta
observamos e confirmamos a presenca de dois dominios para esta enzima: um
dominio maior (catalitico) e um menor (CBM) unidos por um linker.

Finalmente, apos obter cristais do dominio catalitco da enzima, este teve sua
estrutura cristalogréafica resolvida a uma resolucdo de 2.8 A, contendo quatro
moléculas na unidade assimétrica. O dominio catalitico apresenta um enovelamento
do tipo barril TIM e os residuos do sitio catalitico sdo conservados para proteinas da

mesma familia.
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Os estudos bioquimicos, biofisicos e estruturais apresentados neste trabalho,
podem ser de grande validade para buscar novas formas de utilizacdo desta enzima
para aplicacfes biotecnoldgicas, além de auxiliar a busca de melhorias em sua
forma de aplicacdo e atuacdo para a producdo de bioetanol através de hidrolise

enzimética.
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