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RESUMO

LIBERATO, M.V. Caracterizacao estrutural de endoglucanases da familia GH5 e beta-
glicosidases da familia GH1: interagdo enzima-substrato. 2013. 141 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2013.

A celulose é o biopolimero de maior abundancia no mundo e tem potencial para se tornar
fonte de energia renovavel através de sua transformacdo em acucares fermentaveis, que por
sua vez serdo transformados em etanol. A recalcitrancia da celulose, principal dificuldade
encontrada no processo, pode ser superada com o auxilio de enzimas (celulases). Ao menos
trés enzimas celuloliticas sdo necessarias para a degradacao total da celulose, incluindo as
celobioidrolases, que hidrolisam as ligacfes glicosidicas das extremidades redutoras e nao
redutoras da cadeia, as endoglucanases, que clivam a cadeia de celulose amorfa
randomicamente, e as beta-glicosidases, que produzem glicose através dos celo-oligbmeros.
Mas para que esse processo se torne financeiramente vidvel é necessario conhecer o
funcionamento, otimizar a atividade e aumentar a producdo dessas celulases. Com o intuito de
avancar na compreensao da funcéo e estrutura dessas enzimas, o presente trabalho teve como
objetivo o estudo estrutural de beta-glicosidases da familia GH1 e endoglucanases da familia
GH5. Na primeira parte do trabalho, a expressdo da endoglucanase Il de Trichoderma reesei
ndo foi alcancada, mesmo utilizando diferentes organismos e condigdes de expressdo. Porém,
na segunda etapa, foi obtida a expressdo, purificacdo e os primeiros ensaios de cristalizacéo
de 11 beta-glicosidases bacterianas da familia GH1 e 8 endoglucanases bacterianas da familia
GHb5. Dentre elas, trés beta-glicosidases e uma endoglucanase de Bacillus licheniformis foram
cristalizadas e tiveram sua estrutura resolvida. As beta-glicosidases, apesar de possuirem o
enovelamente similar, apresentaram variagdes no tamanho e posi¢do das alcas formadoras da
fenda catalitica e divergem em relacdo a um dos aminoacidos importantes para a estabilizacdo
do substrato. Essas diferencas podem ajudar a explicar 0 mecanismo dessas enzimas para
reconhecer substratos distintos. A endoglucanase da familia GH5, possuindo dois modulos
acessorios, foi cristalizada tanto na forma apo quanto complexada ao substrato celotetraose. O
segundo mddulo acessorio possivelmente é um dominio de ligagdo a celulose (CBM) e seus
residuos aromaticos, que sao responsaveis pela interacdo com o substrato, parecem
complementar o sitio catalitico, sendo assim um novo mecanismo de auxilio enzimético de
um CBM. O primeiro modulo acessorio ndo possui um aparente sitio de interacdo com
carboidratos e provavelmente funciona como um conector entre dominio catalitico e o CBM.
O posicionamento do substrato no sitio de ligacdo é parecido com outras estruturas ja
determinadas, porém, suscita algumas duvidas sobre a funcdo dos residuos cataliticos que &
conservada na familia. O carbono anomérico do substrato possui uma densidade eletrnica
continua com o glutamato da fita 4 (que deveria ser o acido/base) e esta mais proximo dele
que do glutamato da fita B7 (que deveria ser o nucleofilo).

Palavras-chave: Celulose. Bioetanol. Endoglucanase. Beta-glicosidase.






ABSTRACT

LIBERATO, M.V. Structural characterization of endoglucanases from family GH5 and
beta-glucosidases from family GH1: enzyme-substrate interaction. 2013. 141 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Séo Paulo, Séo
Carlos, 2013.

Cellulose is the most abundant biopolymer in the world and can become a renewable energy
source through its transformation in fermentable sugars, which will be converted in
bioethanol. The cellulose recalcitrance, main difficulty in the process, can be overcome with
the aid of enzymes (cellulases). At least three cellulolytic enzymes are required for complete
hydrolysis of cellulose, including cellobiohydrolases for hydrolyzing the glycosidic linkages
from the reducing and non-reducing chain ends, endoglucanases for randomly cleaving
cellulose chains in the amorphous regions, and beta-glucosidases for producing glucose from
the solubilized cello-oligomers. But, to become a financially viable process it is necessary to
know the mechanism, optimize the activity and improve the production of these cellulases. In
order to advance the understanding of the structure and function of these enzymes, the present
work intended to study the structure of beta-glucosidases from family GH1 and
endoglucanases from family GH5. In the first part of the work, the expression of
endoglucanase Il from Trichoderma reesei was not achieved, even using different organisms
and expression conditions. However, in the second part, the expression, purification and the
crystallization first trials of eleven bacterial beta-glucosidases and eight bacterial
endoglucanases were achieved. Among them, three beta-glucosidases and one endoglucanase
from Bacillus licheniformis were crystallized and had their structures solved. Beta-
glucosidases, although having a similar folding, showed variations in the length and position
of the loops that form the catalytic cleft and diverge in relation to one of the amino acids that
are important in substrate stabilization. These differences may help explain the mechanism of
these enzymes to recognize distinct substrates. The endoglucanase, which has two accessory
modules, was crystallized in the apo form and complexed with the substrate celotetraose. The
second accessory module probably is a cellulose binding domain (CBM) and its aromatic
residues, which are responsible for the substrate interaction, seem to complement the catalytic
site. Therefore it can be a new mechanism of CBM assistance in the enzymatic activity. The
first accessory module has no apparent interaction site with carbohydrates and probably works
as a connector between the catalytic domain and CBM. The positioning of the substrate in the
binding site is similar to other structures already solved but raises some questions about the
role of the catalytic residues, that are conserved in the family. The anomeric carbon of the
substrate has a continuous electron density with glutamate from sheet-p4 (which should be the
acid/base) and is closer to it than to glutamate from sheet-B7 (which should be the
nucleophile).

Keywords: Cellulose. Bioethanol. Endoglucanase. Beta-glucosidase.
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1 INTRODUCAO

A necessidade humana de energia vem se tornando cada vez maior de acordo com o
aumento da populacdo e com o maior gasto energético per capita. Essa necessidade vem
acompanhada por um maior interesse cientifico e industrial em fontes alternativas de energia
como os biocombustiveis’. Dentre eles, o mais utilizado no mundo hoje em dia é o
bioetanol?. Seu processo de producéo utiliza apenas fontes de energia renovéveis, tornando-o
ambientalmente favoravel, e ha uma grande variedade de fontes naturais que podem fornecer
acucares para sua producdo, classificadas de acordo com sua composicdo: sacarose (cana-de-
acucar, beterraba e sorgo), amido (trigo, milho e cevada) e biomassa lignoceluldsica (madeira,
palha e gramineas)®.

O etanol de primeira geracdo, produzido através de sacarose e amido, ja possui
tecnologia e procedimentos industriais bem desenvolvidos. O amido é primeiramente
sacarificado, geralmente por enzimas amiloliticas, transformando-se em agucares simples que,
subsequentemente, sdo fermentados por leveduras para produzir o etanol. Entretanto, para que
0 etanol possa substituir os combustiveis fosseis como fonte de energia, especialmente no
setor de transportes, um grande volume precisa ser produzido. Por consequéncia, o0 uso de
amido e sacarose como substratos para a producéo de etanol parece ser insuficiente, pois esses
materiais sdo também utilizados como alimento, igualmente necessarios as necessidades
humanas®.

A biomassa de plantas, que inclui bagaco de cana, palha de arroz e de milho, é
considerada como lixo e € frequentemente eliminada por fogo. Hoje ela estéa se tornando uma
fonte atrativa para a producéo de etanol (etanol de segunda geracéo) gracas a sua abundancia,
disponibilidade e baixo custo, além de ndo ser consumida como alimento. A utilizacdo desse
material, ao invés de sua queima, pode fazer com que a polui¢do do ar seja reduzida e que a
producdo de etanol aumente, sem a necessidade de maior area de plantio.

Os principais componentes estruturais da biomassa sdo celulose, hemicelulose e
lignina, encontradas principalmente nas paredes celulares das plantas (figura 1). Mas a
heterogeneidade e complexidade desses componentes fazem da producdo de etanol por
material lignoceluldsico um processo complicado, pois as leveduras ndo tém a capacidade de
hidrolisar as ligagdes B-1,4-glicosidicas que formam a celulose®. Embora os tratamentos

quimicos como a hidrélise acida possam quebrar a lignocelulose, seus subprodutos podem
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agir como inibidores, levando a uma baixa produtividade. Portanto, a hidrélise da celulose por
enzimas (celulases) € um meio alternativo viavel, enquanto os outros componentes podem ser
primeiramente removidos por outras enzimas (hemicelulases) ou por pré-tratamentos fisico-
quimicos®”.

Inicialmente avaliado pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL,
EUA), o custo das celulases representa 20 % da producao de etanol, fazendo com que a venda
tenha altos precos. Deste modo, a reducdo do custo das enzimas é primordial para que a
técnica seja aplicavel. Vérias estratégias tém sido propostas para a redugdo do custo, como
maximizacao da secrecdo de enzimas pelas leveduras através de mutagénese®, transgenia de
plantas para expressar celulases heterlogas®, utilizacdo de enzimas termofilicas'® e aumento

da eficiéncia das enzimas por engenharia de proteinas™.

Lignina
Hemicelulose
4 Celulose
@‘ Célula
G vegetal
r— U
. ‘ v ) (1 -] Fermentacio .f\ s
Vg “ado —>
o (7

Celulases Acucares Bioetanol

Figura 1 - Da biomassa das plantas ao bioetanol. A celulose presente na parede celular das plantas é o
biopolimero mais abundante no mundo e é uma potencial fonte de aglcar fermentavel para a
produgdo de bioetanol. A celulose, apds um pré-tratamento, pode ser hidrolisada por celulases
ge[gmdo unidades de glicose, gerando assim matéria prima para a fermentagéo alcodlica. Adaptado
de™.

1.1 Viséo global do processo de producdo do etanol de segunda geragéo

A conversdo de lignocelulose em etanol consiste em quatro grandes unidades
operacionais: pré-tratamento, hidrolise, fermentaco e destilacéo™.

O pré-tratamento tem a finalidade de aumentar o tamanho dos poros da matéria prima e
reduzir a cristalinidade da celulose. No pré-tratamento &cido, a camada de hemicelulose é

hidrolisada, enquanto que no tratamento alcalino, parte da lignina é removida e a
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hemicelulose é hidrolisada por hemicelulases. Portanto, o pré-tratamento é necessario para
expor as fibras de celulose ao ataque enzimatico ou, ao menos, tornar a celulose mais
acessivel. Esse processo deve ser feito com uma minima formacao de compostos que podem
inibir a fermentacéo pelos micro-organismos™“.

A segunda etapa, a hidrolise enzimatica, promove a despolimerizacdo das fibras de
celulose e outros polissacarideos™. Os produtos finais das reacdes com as enzimas s&o
acucares monoméricos, que serdo fermentados pelas bactérias, leveduras ou fungos
filamentosos na terceira etapa do processo. Contrariamente a producéo de etanol por sacarose
ou amido, a producdo por lignocelulose se da por uma fermentacdo de varios carboidratos
diferentes com a presenca de compostos inibitérios (acidos organicos de baixo peso
molecular, derivados de furano e compostos fendlicos) liberados e formados durante o pré-
tratamento e/ou hidrélise da matéria prima®.

Apos a purificacdo final (por destilagdo ou outra técnica de separacdo), o etanol esta
pronto para ser utilizado como combustivel. Uma parte da lignina, a principal parte sélida que
sobra da biomassa, pode ser queimada para fornecer calor e eletricidade para o processo,

enquanto o restante é conservado por ser um coproduto valioso™®,

1.2 Estrutura da biomassa lignocelulésica

Os materiais lignocelul6sicos sdo os biopolimeros mais abundantes na Terra. Considera-
se que esses compostos abranjam 50 % da biomassa mundial, chegando a 200 milhdes de
toneladas produzidas por ano'’. Em geral, os materiais lignocelulésicos utilizados para a
producdo de etanol podem ser divididos em seis grupos: residuos de plantacbes (bagaco de
cana, palha e casca de milho, trigo, arroz, etc.), madeiras duras (4lamo), madeiras menos
duras (pinheiros e abetos), descartes celulésicos (papel, jornais, material reciclavel), biomassa
herbacea (gramineas) e dejetos sélidos municipais'’.

Numerosos estudos para o desenvolvimento da producdo de etanol por biomassa
lignocelulosica tém sido feitos pelo mundo. Entretanto, o principal fator limitante é o alto
grau de complexidade inerente ao processamento da matéria prima'®. Isto esta relacionado
com a natureza e composi¢do da biomassa lignocelulésica. Como pode ser notado, as fontes
de biomassa, que séo atualmente utilizadas para a producdo de etanol, tém origem vegetal, e

praticamente todo o material lignocelul6sico esta localizado nas paredes celulares.
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1.2.1 Parede celular

Uma das caracteristicas que distingue a célula vegetal da célula animal é a presenca de
parede celular que a envolve. Essa parede celular tem varias funcdes relacionadas ao
crescimento, desenvolvimento, sustentacéo e defesa das plantas'®. A parede celular primaria é
formada nos estagios iniciais da diferenciacdo celular. Quando é necessario um maior suporte
estrutural, uma segunda parede celular é produzida na parte interior da parede celular
primaria. Essas camadas de parede celulares sdo divergentes em estrutura, organizacdo e
composicao, portanto, possuem fungbes diferentes. Geralmente, as paredes celulares sao
formadas por uma organizacdo de varios tipos de polissacarideos, fenilpropanoides e
proteinas estruturais?®?!. Esses polimeros, principalmente os polissacarideos, representam a
maior parte da biomassa das plantas que é utilizada pela humanidade como fonte de madeira,

papel, alimento e combustivel.

1.2.1.1 Parede celular primaria

A parede celular priméria das plantas é formada na lamela média das células em
crescimento, logo depois da divisdo celular. Na maioria dos tipos celulares, ela possui uma
arquitetura simples e sua espessura varia de 0,1 a 1,0 um enquanto que, em células do
colénquima ou epidérmicas, ela pode ser mais espessa e com vérias camadas®’. A parede
primaria tem muitas fun¢es importantes, como suporte estrutural e mecénico, protecao contra
patogenos e desidratagdo, manutencdo e determinacdo do formato da célula e regulacdo do
turgor celular. Além disso, ela proporciona plasticidade, permitindo a expansdo e divisdo
celular durante o crescimento.

As paredes celulares primarias sdo classificadas em trés tipos de acordo com sua
composicdo. O tipo 1, encontrado em dicotileddneas e monocotiledéneas ndo comelinoides,
consiste em quantidades aproximadamente iguais de celulose e xiloglucano®®. A estrutura
formada por esses dois tipos de carboidratos estd embebida em uma matriz rica em pectinas

em que trés tipos diferentes (homogalacturonano, ramnogalacturonano | e
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rhamnogalacturonano Il) interligam covalentemente as microfibrilas. O tipo 2, encontrado em
espécies de gramineas como o arroz?, é caracterizado por microfibrilas com a mesma
estrutura do tipo 1, porém, utiliza o glucuronoarabinoxilano como principal conector das
microfibrilas através de ligacdes de hidrogénio. As paredes de tipo 2 também possuem baixas
quantidades de pectina e de xiloglucano ndo decorados com arabinose e fucose, possuindo
assim estrutura similar as paredes das dicotileddneas. A recentemente descrita parede primaria
tipo 3, encontrada tipicamente em pteridofitas, possui mananos como principal glicano
conector, chegando a 40 % (em mols) dos glicanos responsaveis por essa conexao nas
amostras analisadas®®. Da mesma forma que o tipo 2, o tipo 3 também possui baixa
quantidade de pectinas.

A parede primaria € o principal componente estrutural dos alimentos derivados de
plantas e é especialmente abundante nas bebidas derivadas de plantas®. Por isso, a estrutura e
organizacdo da parede celular priméaria tem gerado um grande interesse por parte dos

cientistas, nutricionistas e industria de alimentos.

1.2.1.2 Parede celular secundéaria

A parede celular secundaria das plantas € formada apds a expansédo e elongacao celular
entre a membrana plasmatica e a parede primaria, envolvendo células especializadas como 0s
elementos de vasos. Com a formacdo da parede secundaria, a parede celular se torna mais
espessa e rigida e sua contribuicdo para a biomassa das plantas é muito maior do que da
parede priméria. A parede secundaria de angiospermas arbdreas e de coniferas é a principal
matéria bruta para a producdo de papel, madeira, combustiveis e fibras téxteis® %,

Geralmente, a parede secundaria esté dividida em trés camadas designadas S1, S2 e
$3% onde a microfibrilas celuldsicas estdo ordenadas de forma paralela, mas com diferentes
angulos (figura 2). A camada S1 é mais fina (0,1-0,35 pm) e suas microfibrilas formam um
angulo de 60-80° em relacdo & S2. A camada S2 é a mais espessa (1-10 um) e dominante na
parede secundaria. Ela € a principal responsavel pelo fornecimento do suporte mecanico das
células. A camada 3 ¢é relativamente fina (0,5-1,1 um) e suas microfibrilas formam um angulo

de 60-90° em relacéo a S2%°.
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Figura 2 - Representagdo estrutural das camadas que formam a parede celular de um traqueideo. Figura
modificada de®.

1.2.1.3 Componentes da parede celular

A parede celular primaria de plantas arboreas é constituida tipicamente de 20-30 % de
celulose, 30-70 % de hemicelulose, 5-35% de pectinas, até 5% de glicoproteinas e uma
quantidade reduzida de outros componentes como ésteres fendlicos®3.

A parede secundaria do mesmo grupo de vegetais geralmente contem 35-50 % de
celulose, 20-50 % de hemicelulose, até 20 % de lignina e uma pequena quantidade de pectinas

30-31

e proteinas Entretanto, os componentes e suas proporcdes podem variar entre as

diferentes espécies, tecidos e até mesmo tipos celulares na mesma planta®.

1.2.1.3.1 Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante da parede celular das plantas. Este
carboidrato é sintetizado na membrana plasmatica e suas microfibrilas sdo depositadas
diretamente na matriz celular®. A celulose e suas microfibrilas sdo estaveis, insoltveis e

resistentes a digestdo enzimatica. A molécula de celulose é uma cadeia de glicanos
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conectados por ligagoes B-1,4-glisosidicas contendo de 500 a 14000 unidades de glicose.
Cada cadeia € estabilizada por ligagdes de hidrogénio intramoleculares e cerca de 40 cadeias
sdo conectadas através de ligaces de hidrogénio intermoleculares para formar as
microfibrilas. Essas microfibrilas sdo redes cristalinas ou semicristalinas que possuem 4-10

nm de espessura, embora possam chegar a 30 nm em algumas algas®.

1.2.1.3.2 Hemicelulose

Os polissacarideos hemiceluldsicos sdo encontrados tanto na parede celular primaria
guanto na secundaria, em que eles geralmente estdo fortemente ligados a superficie celulésica
através de ligagdes de hidrogénio. O galactomanano, glicomanano, glucuronoarabinoxilano,
arabinoglucoronoxilano, glucuronoxilano e xiloglucano s&o os exemplos mais comuns e
abundantes de hemiceluloses das paredes celulares de plantas®. Nas paredes primarias de
dicotileddneas, o xiloglucano é a principal hemicelulose, enquanto glucuronoarabinoxilano é
mais abundante em gramineas. J& na parede secundaria das dicotileddneas e das gramineas a
principal hemicelulose é o glucuronoxilano.

A hemicelulose ¢ caracterizada por ligagdes [-1,4-glicosidicas entre 0s
monossacarideos da cadeia principal, podendo ser linear ou ramificada. A cadeia principal
pode ser formada pelos monossacarideos glicose, xilose, manose e galactose, enquanto nas
ramificacbes sdo encontrados arabinose, &cido glucurdnico e galactose. Sua hidrofobicidade
esta relacionada com suas ramificacdes, chegando a ser razoavelmente hidrofilica quando
nelas sdo encontrados grupos &cidos™.

O xiloglucano é a hemicelulose mais abundante e, consequentemente, a mais bem
estudada. Ele é sintetizado no Complexo de Golgi e carregado para a membrana celular por
vesiculas®®. E caracterizado por uma cadeia principal de glicoses, conectadas por liga¢des -
1,4-glicosidicas que sdo frequentemente substituidas por xiloses e conectadas por ligagdes B-
1,6. Os residuos de xilose podem conter ramificagdes que sdo formadas, geralmente, por

galactoses e fucoses®”.
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1.2.1.3.3 Pectina

A pectina é um polissacarideo altamente hidrofilico e é encontrado em abundancia na
lamela media e na parede celular primaria do tipo I. As pectinas se associam a hemiceluloses
para formar a matriz hidratada em que as microfibrilas de celulose estdo embebidas®. As
pectinas possuem muitas fung¢bes, como controle da porosidade da parede, regulacédo do pH e
reconhecimento de compostos, tanto para a defesa celular quanto para composicoes
simbi6ticas®. A cadeia principal das pectinas é formada por unidades de &cido D-
galacturonico conectados por ligagdes a-1,4. As pectinas estdo divididas em trés grupos de
acordo com modificacbes na cadeia principal e suas ramificacdes: homogalacturonano,

rhamnogalacturonano-I e “galacturonanos substituidos™.

1.2.1.3.4 Lignina

A lignina é uma molécula hidrofébica e complexa encontrada na lamela média e na
parede celular secundaria. Ela é encontrada preenchendo os espagcos entre os demais
componentes da parede celular e sua principal funcdo é dar rigidez e impermeabilidade as
células, promovendo uma protecdo contra ataques fisicos e biolégicos*®. A lignina é composta
por trés precursores polifendlicos (alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico) ligados
covalentemente e néo-covalentemente®.

A proporcado de ligninas esta diretamente relacionada com a utilizacdo da planta pelo
homem. As plantas com maior concentracdo de lignina sdo muito utilizadas em construcoes

enquanto as plantas com menor concentragdo sao usadas na producao de papel*.

1.2.1.3.5 Proteina

Além dos carboidratos, a parede celular das plantas é composta por uma grande
variedade de proteinas. Possivelmente, centenas de proteinas diferentes sdo encontradas na

parede celular*®, podendo ser funcionais ou estruturais*.
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As proteinas estruturais sdo encontradas em todas as partes da parede celular, mas é
especialmente abundante na parede primaria. Elas sdo classificadas em grandes grupos de
acordo com a composicdo de aminoacidos: glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas; proteinas
ricas em glicinas; proteinas ricas em prolinas; entre outros®.

As proteinas funcionais, como as enzimas oxidativas e enzimas hidroliticas, estdo
envolvidas com o desenvolvimento celular, protecdo contra patégenos, expansao celular e

maturacio da parede celular®.

1.3 Enzimas

Hoje em dia, as enzimas provocam um consideravel interesse industrial por causa de
sua excelente especificidade para substratos e por sua habilidade em atuar em condicdes
suaves, oferecendo, assim, um processo ambientalmente favoravel para a obtencdo de
produtos-alvo*’. O valor estimado para as enzimas no mercado mundial é de cerca de 2,3
bilhdes de dolares por ano, sendo que as enzimas relacionadas aos alimentos constituem a
maior fatia do mercado®®. Em relagdo & aplicago, as enzimas estdo distribuidas em indstrias
de alimentos (45 %), detergentes (34 %), téxteis (11 %) couro (3 %) e papel (1,2 %)*.
Atualmente, as celulases compdem o terceiro maior volume de enzimas utilizadas no mundo®
e sdo empregadas no processamento de algoddo, reciclagem de papel, producdo de
detergentes, extracdo de sucos e aditivos alimentares de animais>’. Mesmo com essa grande
utilizacdo, a demanda por celulases provavelmente vai aumentar com a implantacdo da

producdo do bioetanol de segunda gerac&o™.

1.3.1 Celulases

Celulase é um termo coletivo que se refere a enzimas capazes de hidrolisar celulose®.
A celulose é um homopolimero de glicoses, e sua organizacdo faz com que ela seja uma
estrutura altamente ordenada e coesa. Para conseguir a hidrolise completa da celulose, trés
categorias de celulases s@o necessarias. A primeira, as endoglucanases (EG, endo-1,4-B-D-

glucanase, EC 3.2.1.4), ataca preferencialmente as regides amorfas da celulose e cliva
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randomicamente as ligacOes internas das cadeias, gerando extremidades redutoras e n&o
redutoras para o ataque das enzimas pertencentes a segunda categoria, as celobioidrolases
(CBH, 1,4-B-D-glucano-celobioidrolase, EC 3.2.1.91). As CBHs hidrolisam os carboidratos
pelas extremidades de uma maneira processiva, liberando celobiose como principal produto.
Por (ltimo, as beta-glicosidases (BG, p-D-glucosideglucanohidrolase, EC 3.2.1.21)
hidrolisam a celobiose em glicoses e também podem liberar glicoses das extremidades néo

redutoras de polissacarideos solveis (figura 3).
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Figura 3 - Modelo simplificado da hidrdlise enzimatica da celulose. As EGs primeiramente clivam a celulose nas
regides amorfas liberando extremidades redutoras e ndo redutoras de polissacarideos para que as
CBHs possam atacar e processivamente hidrolisar essas extremidades. As BGs hidrolisam as
celobioses resultantes da atuacio das EGs e CBHs, liberando glicose. Essa figura foi modificada de'2.
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Em oposicdo aos substratos solGveis que podem se difundir até o sitio ativo das
enzimas, a celulose é insolGvel. Desta forma, as celulases tém que se difundir, ancorar e
posicionar o segmento do polimero de celulose no seu sitio ativo®®. A maioria das celulases
sdo proteinas modulares formadas por dominios cataliticos discretos com um ou mais
médulos de ligagdo & celulose (CBMs), que estéo ligados por conectores flexiveis®*. O CBM
funciona como uma sonda celulésica, cuja principal funcdo é manter a enzima ligada a
celulose e aumentar a concentragéo efetiva de enzimas na superficie da celulose™.

As celulases sdo encontradas em plantas, insetos, bactérias, fungos e arqueas®®. Na
natureza, as bactérias e fungos desempenham um papel vital como decompositores que
aceleram o decaimento da biomassa de plantas®’. As bactérias aerébias produzem as enzimas
celuloliticas em wuma forma “livre”, em que os diversos componentes trabalham
sinergisticamente durante a hidrélise da celulose. Em contraste, muitas bactérias anaerobicas
produzem um complexo enzimatico conhecido como celulossomo™.

O celulossomo é um complexo multienzimatico discreto formado por varias
subunidades. No celulossomo de Clostridium thermocellum, a proteina priméaria denominada
“scaffoldin” contem nove modulos de coesina, que respondem pela ligagdo das subunidades
cataliticas ao complexo. Também faz parte desse complexo um CBM da familia 3 responséavel
pela adesdo a celulose™. Alguns artigos tém mostrado que os celulossomos s&o mais
eficientes na hidrolise da celulose do que as celulases ndo complexadas, contudo a producao
do celulossomo sobre condicdes anaerébias é demorada e cara para a célula® .

Como as bactérias aerobias, os fungos aerébios também produzem EGs, CBHs e BGs
que trabalham sinergisticamente na hidrélise da celulose. A caracteristica significante dos
fungos celuloliticos que atrai nosso interesse é o fato de que eles produzem grande quantidade
de enzimas extracelulares. Por exemplo, varias linhagens do fungo filamentoso Trichoderma
sdo conhecidas como superprodutoras de EGs e CBHSs, enquanto espécies de Aspergillus sdo
grandes produtoras de BGs e pectinases®’.

Atualmente, as celulases comerciais ainda sdo derivadas de fungos, embora as
celulases bacterianas estejam se mostrando competitivas em relacdo a eficiéncia na hidrdlise
da celulose. O Trichoderma reesei € o mais conhecido produtor de celulases em escala
industrial e ele tem sido estudado desde sua descoberta durante a Segunda Guerra Mundial. O
T. reesei € considerado um poderoso fungo para a degradacao de celulose cristalina, pois pode
secretar grandes quantidades de celulase (acima de 100 g/L) com alta atividade especifica*®®.

Outras espécies, como Humicola insolens, sdo utilizadas como produtores de enzimas
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comerciais com diferentes propoésitos. Por exemplo, as celulases de H. insolens sdo
geralmente utilizadas em na producdo de téxteis e detergentes, presumivelmente pela presenca
de celulases especificas que agem em condicGes levemente alcalinas e sob elevadas
temperaturas®. Para a sacarificacdo de celulose, alguns fungos pertencentes aos géneros
Penicillium, Acremonium e Chrysosporium estdo se mostrando promissores para competir
com T. reesei em alguns aspectos, como nivel de producdo enzimética e desempenho
hidrolitico. Maiores informacdes sobre outros organismos com potencial para producdo de

celulases pode ser encontrado na revisao de Gusakov, 2011%.

132 CAZy

Cazy (Carbohydrate-Active enZYmes) é um banco de dados que contém uma
classificacdo e informagdes associadas a enzimas envolvidas na sintese, metabolismo e
transporte de carboidratos (CAZimas)®. Nesse banco de dados estéo incluidas as hidrolases
de glicosideos (GH), glicosiltransferases (GT), liases de polissacarideos, esterases de
carboidratos e proteinas de ligacdo a carboidratos.

A classificagdo de CAZimas baseada em sequéncias foi iniciada em 1991 como
complemento ao sistema numérico amplamente utilizado Enzyme Commission (EC), que é
fundamentado apenas nas atividades enzimaticas. Dado o predominio da evolugédo
convergente nas enzimas que clivam ligacGes glicosidicas, assim como a promiscuidade
catalitica de vérias delas, a classificacdo baseada em sequéncia provou ser um meio robusto
para unificar informacdes sobre estrutura, especificidade e mecanismos das mesmas®™.
Inicialmente motivada por uma necessidade de dispor as celulases em grupos estruturais
distintos®®, a primeira classificacdo de GHs continha 35 familias®®. Acompanhando o
crescente interesse em glicobiologia, esse niumero vem aumentando continuamente e hoje

conta com 132 familias.
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1.3.3 GH5

Atualmente, um das familias mais numerosas é a GH5, historicamente conhecida
como “familia de celulases A” por ter sido a primeira familia de celulases descrita®. A GH5
é um exemplo de familia com ampla variedade de fun¢des. Apesar da funcdo mais encontrada
ser a de endo-B-1,4-glucanase, ela contém perto de 20 atividades determinadas
experimentalmente denotadas com um numero EC e algumas de suas enzimas ja possuem
estrutura cristalogréfica resolvida (tabela 1). A abundéncia de enzimas GH5 em diferentes
nichos ecoldgicos tem sido evidenciada pela sua frequente identificacdo em metagenomas de

676869 ¢ genomas de organismos especificos.

diversas comunidades microbiais
Assim como outras familias, as GH5s sdo frequentemente encontradas como parte de
proteinas multimodulares contendo outros modulos cataliticos, CBMs ou modulos com

funcdes ainda ndo identificadas™.

Tabela 1 - Algumas das fun¢des desempenhadas por membros da familia GH5.

Fungéo E.C. Subfamilia Estrutura-l
representativa
endo-p-1,4-glucanase 3214 GH5_1 2ZUN
B-mannosidase 3.2.1.25 GH5_7 IRH9
endo-B-1,4-mannanase 3.2.1.78 GH5_8 2WHL
endoglycoceramidase 3.2.1.123 GH5 28 20SX
licheninase 3.2.1.73 GH5_36 vViz
glucan B-1,3-glicosidase 3.2.1.58 GH5_9 3N9K
Ainda ndo determinada 3.2.1* GH5_34 2Y8K

A familia GH5 pertence ao cla GH-A que agrupa 19 familias de hidrolases de
glicosideos, formando o maior grupo de familias descritas no CAZy evolutivamente
relacionadas. O cld € um grupo de familias que se origina de um ancestral comum, mas muito
distante. Embora a similaridade sequencial seja pequena, 0s membros possuem um
enovelamente proteico e um mecanismo catalitico conservado.

Familias como a GH5 foram originalmente definidas com um numero muito pequeno

de sequéncias. Com o aumento dos dados sequenciais, a relacdo entre algumas familias
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originais mudou o suficiente para que seus membros fossem reexaminados. Recentemente,
uma andlise detalhada de estruturas tridimensionais levou a reclassificacdo de Vvérias
sequencias da familia GH5 para a familia GH30™. Em 2012, os membros da familia GH5
foram separados em 51 subfamilias de acordo com a similaridade sequencial 2.

Em relacdo ao mecanismo de acdo, as familias de GH estdo separadas em duas classes:
retencdo ou inversdo’®, dependendo da mudanca da configuracdo do oxigénio glicosidico
durante a reacdo (figura 4).

No mecanismo de inversdo o residuo catalitico acido doa um préton para o carbono
anomeérico enquanto o residuo catalitico basico remove um préton de uma molécula de agua,
aumentando sua nucleofilicidade e facilitando seu ataque ao centro anomérico. No mecanismo
de retencdo o residuo catalitico acido/base funciona em duas etapas, primeiro como acido
(glicosilacdo) e posteriormente como base (deglicosilagdo). Durante a primeira etapa o
residuo acido/base doa um préton para o oxigénio glicosidico enquanto o residuo nucleofilo
forma uma ligacdo covalente com o carbono anomérico (estado intermediario). Na segunda
etapa, o residuo acido/base desprotonado age como uma base para retirar um préton de uma
molécula de dgua que, em seguida, ataca o intermediario enzima-glicosil. Com os dois passos

de inversao, a estereoquimica do centro anomérico é mantida.
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Figura 4 - Mecanismos hidroliticos de inversdo e retengdo das celulases. AH: residuo catalitico &cido, B-:
residuo catalitico bésico, Nuc: nucledfilo, and R: derivado de carboidrato. HOR*: nucle6filo
exdgeno, geralmente uma molécula de 4gua. Adaptado™.

As GH5, por atuarem com 0 mecanismo de retencdo, tém o potencial de serem
hidrolases e transglicosilases. No sitio ativo, um par de glutamatos conservados, atuando
como é&cido/base e nucledfilo, sdo responsaveis pela reacdo. Dependendo do nucledfilo
ex0geno atuante na segunda etapa da reacao, a enzima pode atuar como hidrolase (se for uma
4gua) ou transglicosidase (se for outro carboidrato)”

Até a data de impressao dessa tese ja foram reportadas 40 estruturas cristalograficas de
enzimas da familia GH5, de acordo com o CAZy. A primeira estrutura resolvida foi de uma
endoglucanase de Clostridium thermocellum em 1995°. Como membros do Cl& GH-A, elas
possuem um enovelamento classico conhecido como barril TIM (B/a)s com os dois residuos
cataliticos separados sequencialmente por aproximadamente 200 residuos e localizados nas
extremidades carboxiterminais das fitas-p 4 (acido/base) e 7 (nucleofilo). Além dos residuos
cataliticos, o sitio ativo é formado por alguns residuos também conservados como W313,
H198, Y200 e R46"°. A fenda catalitica é formada geralmente por alcas e outros elementos de

estrutura secundaria que estdo conectados as extremidades carboxiterminias das fitas-p que



44

formam o barril. Esses elementos que formam a fenda sdo variaveis dentre os membros da
familia GH5.

134 GHI1

De forma geral, beta-glicosidases sdo enzimas que hidrolisam ligacGes glicosidicas
liberando residuos glicosil de terminais ndo redutores de glicosideos e oligossacarideos. Essas
enzimas sdo encontradas em todos os reinos dos seres vivos, Archea, Eubactérias e
Eucariotos, sendo empregadas em variadas fun¢ées como conversdo de biomassa, quebra de
glicolipideos e glucosideos, catabolismo de parede celular, defesa, entre outras’”.

Apesar da breve defini¢do, existe um grande numero de moléculas na natureza que
possuem diferentes residuos glicosil em terminais ndo redutores, fazendo com que as beta-
glicosidases sejam encontradas com diferentes numeros EC (Enzime Commission). S&o
exemplos as glucocerebrosidases (3.2.1.45), glucano 1,4-B-glicosidases (3.2.1.58), glucano
1,3-B-glicosidases (3.2.1.74), B-D galactosidases (3.2.1.23), B-D mannosidases (3.2.1.25),

etc”’

. A variabilidade das beta-glicosidases também é observada na classificacdo das
hidrolases de glicosideos, possuindo membros nas familias GH1, GH3, GH5, GH9 e GH30,
sendo que a maioria pertence ao Cla GH-A®",

Dentre as familias, a GH1 € a que possui 0 maior nimero de membros. Suas enzimas
sdo encontradas em todas as classes de organismos e exercem variadas funcGes relacionadas
ao metabolismo de glicolipideos em mamiferos, digestdo em insetos, metabolismo da parede
celular em plantas, patogenicidade de microoganismos, etc’”.

As GH1, como as GH5, pertencem ao Cla GH-A e, portanto, possuem 0 mesmo enovelamento
barril TIM (B/a)s, com 0s residuos cataliticos situados nas extremidades carboxiterminais das
fitas-p 4 (acido/base) e 7 (nucleofilo). O mecanismo de retencdo ¢ conservado na familia e
também similar a familia GH5 (figura 4). O tamanho das enzimas GH1 varia
consideravelmente, dependendo da presenca de dominios auxiliares e de outros dominios
GH1 na mesma cadeia polipeptidica. Considerando somente o dominio catalitico, séo
encontradas enzimas constituidas de 440 a 550 residuos, de acordo com o comprimento das
alcas e a presenca de outros pequenos elementos de estrutura secundaria conectados as

extremidades carboxiterminais das fitas-p do barril TIM"®,



45

Embora os residuos responsaveis pelo mecanismo hidrolitico estejam bem
caracterizados, a maneira como as beta-glicosidases reconhecem e interagem com seus
substratos, o que na maioria das vezes determina a diversidade de funcdes, continua nao
sendo tdo clara’”.

As GH1 podem ser pouco especificas, onde apenas uma enzima hidrolisa B-D-
glicosideos, B-D-fucosideos, B-D-mannosideos, B-D-galactosideos e a-L-arabinosideos, ou
clivar apenas um tipo de substrato. Embora exista grande quantidade de informacéo estrutural,
resta ainda ser determinado como as enzimas GH1 podem ser preferencialmente beta-
glicosidases ou beta-manosidases, ou ainda apresentar atividade para diferentes substratos,

ainda que os residuos utilizados sejam conservados’’ 798081,

135 CBM

Os carboidratos sao moléculas envolvidas em muitos processos nos organismos Vivos
como metabolismo, suporte estrutural, acimulo de energia, etc. Para lidar com essa
multiplicidade de fun¢des, muitas enzimas atuantes em carboidratos adquiriram um maédulo
ndo catalitico que interage especificamente com mono, oligo e polissacarideos. Em geral,
esses dominios de ligacdo a carboidratos (CBM) sdo modulos auxiliares com enovelamento
autdnomo com poder de reconhecimento de diferentes arranjos de carboidratos®.

O papel principal dos CBMs é reconhecer e se ligar especificamente a carboidratos. As
consequéncias biolégicas desse evento resultam em diferentes funcdes como o aumento da
hidrolise de substratos insollveis, reducdo da distancia do dominio catalitico ao substrato e
rompimento da estrutura de polissacarideos®®.

Os CBMs podem ser encontrados em todos 0s grupos de seres vivos, em proteinas que
reconhecem polissacarideos como celulose, quitina, B-glicanos, amido, glicogénio, xilano
arabinofurano, lactose, etc®. Ocasionalmente, os CBMs também podem ser encontrados
isolados, como uma unica proteina, como a proteina CBP21 de Serratia marcesens, que tem
afinidade por quitina®, e as proteinas E7 e E8 de Thermobifida fusca®.

Nas CAZimas como as hidrolases de glicosideos ou transferases de glicosideos os
CBMs podem estar localizados nas por¢des amino e/ou carboxiterminal®, ou entre dois
médulos cataliticos®’, como uma tnica unidade ou arranjadas em tandem. Esses CBMs podem

ser idénticos ou homélogos como nas a-amilases de lactobacilos®®, mas em alguns casos 0s
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CBMs em tamdem podem incluir médulos com diferentes especificidades por substratos. Por
exemplo, a a-sialidase de Clostridium perfringens possui dois CBMs, um que se liga a
galactose e outro a acido sialico®. Outro exemplo é a xilanase 5 de Paenibacillus sp,
flanqueada por dois CBMs que ligam xilano e celulose separadamente™.

Os CBMs estéo classificados CAZy de acordo com a similaridade de suas sequéncias
de aminoédcidos. Atualmente existem 55 familias, sendo que a mais numerosa € a familia 48,
cujos membros tém afinidade por glicogénio®. Das 55 familias, 40 ja possuem membros com
a estrutura tridimensional determinada e, embora apresentem diversas fungdes e pertencam a
grupos taxondmicos distintos, é observado um enovelamento bem comum. O elemento
conformacional mais importante é a folha-p. As arquiteturas formadas por essas folhas-
foram classificadas em sete familias, sendo o Sanduiche-B o mais recorrente®. A topologia
dos sitios de ligacdo dos CBMs, que esta relacionada com a classe de substratos que eles
reconhecem, também tem sido usada como critério para classifica-los em trés tipos
diferentes® (figura 5). O tipo A possui uma superficie plana hidrofébica composta de residuos
aromaticos que se ligam as superficies planas dos polissacarideos cristalinos, como celulose
ou quitina. Em contraste, o sitio de ligacdo do tipo B, que se liga a celulose amorfa ou xilano,
exibe uma fenda em que residuos aromaticos interagem com cadeias polissacaridicas livres.
Por altimo, o tipo C liga-se apenas a monossacarideos, dissacarideos ou trissacarideos por
restricOes estéricas causadas pelo sitio de ligacao.



47

Figura 5 - Estrutura tridimensional de CBMs, representantes dos trés grupos determinados pelo modo de ligagao
ao substrato. a) CBM tipo A de uma celobioidrolase de T. reesei®?; b) CBM tipo B de endoglucanase e
C. fini®%; ¢) CBM tipo C de xilanase 10A de T. maritima®™. Os residuos aromaticos e alguns dos
substratos estdo representados em formato stick.

Os residuos envolvidos na ligacdo dos substratos tém sido identificados por NMR,
mutagénese sitio dirigida e cristalografia® "% Em geral, é conhecida a importancia dos
residuos aromaticos, especialmente os triptofanos. Eles formam interaces de empilhamento
(CH-m) com os anéis de agucares resultando em uma forte ligagdo de Van der Waals,
estabilizando assim a estrutura. Ademais, as cadeias laterais de outros aminoacidos polares
podem formar ligaces de hidrogénio com o carboidrato auxiliando na estabilizagdo. Muitos

estudos sugerem que a orientacdo dos residuos aromaticos € responsavel pela diferente

especificidade das diferentes familias de CBMs™.
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2 OBIJETIVOS

Devido a grande demanda mundial por fontes de energia ambientalmente favoraveis, a
producdo de bioetanol através de biomassa lignoceluldsica tornou-se uma excelente
alternativa. Mas para que esse método se torne financeiramente viével, é de suma importancia
que as enzimas utilizadas neste processo sejam eficientes, resistentes e produzidas em grande
quantidade.

Embora o mecanismo catalitico seja bem conhecido para as enzimas do Cla GH-A,
0s meios em que a especificidade para os substratos sdo estabelecidos tém se mostrado
divergentes mesmo entre membros muito préximos. Este fato, juntamente com a alta
diversidade de beta-glicosidases e endoglucanases encontradas, limitam as conclusbes que
podem ser feitas através de sequéncias gendmicas sobre a especificidade e funcdo dos novos
membros. Todavia, as informagdes fornecidas por estudos estruturais podem dar um ponto de
partida para essa compreensdo. Conforme mais estruturas de enzimas com diferentes
especificidades sdo determinadas, a predicdo da funcdo de novas enzimas e o poder de
melhoramento delas, através de engenharia de proteinas, vai se tornando mais plausivel e
aplicavel.

Tendo por base essa necessidade, o presente trabalho teve como objetivo geral o
estudo estrutural e funcional de celulases de duas familias muito representativas, GH1 e GH5.

Os objetivos especificos iniciais foram: clonagem e expressdo das endoglucanases |
(Egl, familia GH7) e 1l (Eg2, familia GH5) de T. reesei; caracterizacdo enzimatica da Eg2 e
comparagao com a ja caracterizada Egl; cristalizacdo e resolugdo da estrutura tridimensional
de Eg2.

Posteriormente novos objetivos especificos foram definidos: expressao e purificacdo
de endoglucanases bacterianas da familia GH5 e beta-glicosidases bacterianas da familia

GH1 (tabela 2); cristalizacdo e resolucdo da estrutura tridimensional das celulases expressas;
caracterizacdo funcional das enzimas que tiverem sua estrutura resolvida; estudo estrutural e

funcional dos mddulos que compdes as celulases com a estrutura resolvida.
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Tabela 2 - Relagdo das enzimas estudadas. Cada uma esta designada por um codigo para facilitar seu
reconhecimento. A tabela expde a familia pertencente, gene (cédigo GenBank), organismo e o

tamanho de cada enzima.

Cdédigo CAZY Organismo GenBank  N°de aminoacidos Peso molecular (Da)
A9 GH1 L. gasseri ABJ59607.1 465 68939
B9 GH1 L. gasseri ABJ59900.1 475 69297,4
C6 GH1 B. licheniformis ~ AAU39684.1 489 70571,1
C9 GH1 L. gasseri ABJ59750.1 484 69947,2
D5 GH1 B. licheniformis ~ AAU43027.1 469 67715,7
E5 GH1  B.licheniformis  AAUA41434.1 471 69223,1
F5 GH1  B.licheniformis  AAUA43012.1 472 68143,9
F9 GH1 L. gasseri ABJ61042.1 492 715947
G5 GH1 B. licheniformis ~ AAU39345.1 478 69748,6
G9 GH1 L. gasseri ABJ59596.1 496 71232,4
H5 GH1  B.licheniformis = AAU42981.1 478 70802,3
F1 GH5 H. turkmenica  ADB63457.1 443 62466,1
F4 GH5  P.chrysosporium AAU12275.2 369 53178,6
B5 GHS B. licheniformis ~ AAU40778.1 364 56588,3
F6 GH5 B. licheniformis  AAU23613.2 485 68013,9
H6 GH5 B. licheniformis  AAU40777.1 533 74987,8
E7 GHS B. adolescentis BAF39985.1 402 59975,9
E12 GHS X. fastidiosa AAF85505.1 356 53596,9
F1o  GH5 X. fastidiosa ~ AAF83620.1 565 75944
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Biblioteca de cDNA de T. harzianum.

A extracdo de RNA foi feita a partir de células de T. harzianum cultivadas na presenca
de celulose pela ex-aluna de mestrado Renata Alves. As células congeladas foram maceradas
em nitrogénio liquido, homogeneizadas com reagente TriZol (Invitrogen) e o RNA foi
extraido de acordo com as instrugdes do fabricante. Ap6s quantificagdo por
espectrofotometria e andlise por eletroforese em gel de agarose, foi realizada a sintese de
cDNA por meio de transcrigdo reversa a partir do RNA total utilizando o kit “First Strand
cDNA Synthesis” (Fermentas).

Todo o processo foi feito com material estéril.

3.2 Clonagens dos genes Egl e Eg2 de T. harzianum para expressao em P. pastoris.

Os genes relativos as enzimas Egl e Eg2 foram amplificados por PCR, a partir da
biblioteca de cDNA descrita no item 3.1, através dos oligonucleotideos: 5> GAA CCT AGG
ATA CAT CAT CAT CAT CAT CAT CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA CAA CCG
GGT ACC AGC ACC 3’ e 5 GAT CAT CCT AGG TTA CGT AGT AGA CCC AAT GTC
TCC CCA GCG 3’ para Egl e 5 GAA CCT AGG CAT CAT CAT CAT CAT CAT CTG
GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGC ACT TGC GTT ACC TCG AAG 3’ ¢ 5> GAG CGT
CCT AGG TTA CTT TCT TGC GAG ACA CGA GCT GAC 3 para Eg2. O
oligonucleotideo complementar a regido aminoterminal dos genes possui também uma regido
codificante para cauda de histidinas e para o sitio de clivagem por trombina, além de sitio para
a enzima de restricdo Avrll. No oligonucleotideo complementar a regido carboxiterminal foi
adicionado um codon de terminacao e um sitio para a enzima de restricdo Avrll.

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir das sequéncias génicas depositadas
sob o cddigo GenBank M15665.1 para Egl e DQ178347.1 para Eg2. O dominio catalitico da
Egl foi determinado por alinhamento da sequéncia de aminoacidos com a sequéncia da

estrutura cristalografica de endoglucanase | de Trichoderma reesei ja determinada'®. O
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dominio catalitico da Eg2 foi determinado de acordo com artigos publicados'®'%. Portanto, a
enzima Eg1 foi definida entre os residuos 24 e 293, e a Eg2 entre os residuos 102 a 418.

A reacdo de PCR foi feita de acordo com o protocolo descrito pelo manual da enzima
Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (New England Biolabs).

Depois de amplificados, os genes foram ligados ao vetor pGEM-T (figura 6) e foi feita
a transformacéo de células de E. coli (cepa DH5a) para multiplicagdo do vetor.

Xmnl 1994
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Figura 6 - Vetor pGEM-T utilizado para multiplicacdo dos genes Egl e Eg2 em E. coli.

3.2.1 pPICOK.

Os genes foram extraidos do vetor pGEM-T por clivagem com a enzima Avrll e
ligados ao vetor pPIC9K (figura 7), também clivado pela enzima Avrll, e o vetor final
inserido em celulas de E. coli (cepa DH5a) para sua propaga¢do. As coldnias geradas tiveram
0 vetor extraido e a presenca do gene e sua orientagdo foram confirmadas por teste de
restricdo com as enzimas Ncol e Sall para os genes Egl e Eg2, respectivamente.

O vetor correto foi entdo linearizado pela enzima de restrigdo Sacl e utilizado na

transformacéo de células de P. pastoris.
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Figura 7 - Vetor pPIC9K utilizado para expressdo induzida por metanol das enzimas Egl e Eg2 em P. pastoris.

3.2.2 pPZa.

Os genes de Egl e Eg2 também foram inseridos em vetor pPZa. Este vetor é uma
modificacdo do pPICZa (figura 8), feita pelo grupo do professor Fernando Araripe Torres do
Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia, em que o promotor AOX foi
substituido pelo promotor constitutivo PGK1. Neste processo, 0s genes foram separados do
vetor pPICI9K pela clivagem com as enzimas Notl e BstBl e ligados no vetor pPZa, que
também foi clivado pelas mesmas enzimas.

O vetor final foi inserido em células de E. coli (cepa DH5a) para sua propagagdo. As
coldnias geradas tiveram o plasmideo extraido e a presenca do gene foi confirmada por teste
de restricdo com as enzimas Notl e BstBI.

Da mesma forma descrita no item anterior, o plasmideo final foi linearizado pela

enzima de restrigdo Sacl e utilizado na transformac&o de células de P. pastoris.
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Figura 8 - Vetor pPICZa utilizado para expressdo autoinduzida das enzimas Egl e Eg2 em P. pastoris.

3.3 Clonagem do gene Eg2 de T. harzianum para expressédo em E. coli.

Os genes das enzimas Egl e Eg2 foram amplificados da mesma forma descrita no item
2.2 através dos oligonucleotideos: 5' CAT ATG GGC ACT TGC GTT ACC TCG AAG 3 ¢
5 CTC GAG TTA CTT TCT TGC GAG ACA CGA GCT 3. Ao oligonucleotideo
complementar a regido aminoterminal, foi adicionado um sitio para a enzima de restricdo
Ndel. Ao oligonucleotideo complementar a regido carboxiterminal, foi adicionado um codon
de terminagdo e um sitio para a enzima de restricdo Xhol. A reacdo de PCR foi feita de acordo
com o protocolo descrito pelo manual da enzima Phusion High-Fidelity DNA Polimerase
(New England Biolabs).

Depois de amplificados, os genes foram ligados ao vetor pET28a (figura 9), também
clivado pelas enzimas Ndel e Xhol, e o vetor final inserido em células de E. coli (cepa DH5a)
para sua propagacdo. As coldnias geradas tiveram o vetor extraido e a presenca do gene foi
confirmada por teste de restricdo com as enzimas Ndel e Xhol.

O vetor final foi utilizado na transformacao de células de E. coli (cepa BI21 Rosetta 2)

para expressao da enzima.
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Figura 9 - Vetor pET28a utilizado para expresséo da enzima Eg2 em E. coli.

3.4 Clonagem dos genes das familias GH1 e GH5 para expressdo em E. coli.

Os genes que codificam as proteinas das familias GH1 e GH5 foram clonados pelo
pos-doutorando César Moisés Camilo através do método de Clonagem Independente de
Ligacéo (LIC)'®. Gracas ao método empregado, ndo é necessaria a utilizagio de enzimas de

restricdo nem de ligacdo, o que da nome a técnica. Para uma descri¢do detalhada verifique o

artigo de Aslanidis®*

. Os genes foram inseridos em vetor pET-Trx, modificado e gentilmente
cedido pelo Dr. Arie Geerlof (EMBL, Hamburgo - Alemanha). Esse vetor, alem de estar
preparado para a clonagem pelo método LIC, também acrescenta a proteina alvo um dominio
tiorredoxina e uma cauda de histidinas, além de dar resisténcia a canamicina para a célula
bacteriana. O dominio tiorredoxina, pelo seu poder redutor, pode ajudar a evitar agregacoes
causadas por ligagdes dissulfeto entre as enzimas. A cauda de histidina permite a purificagcdo
por afinidade.

Os clones das duas construcfes truncadas da enzima H6 também foram gerados pelo
pos-doutorando César Moisés Camilo atraves do método LIC. Os limites de cada construgdo

foram determinados de acordo com a estrutura cristalografica da construcdo completa. A



56

primeira construcdo, H6cl, foi definida entre os residuos 1 a 432. A segunda construcao,
H6c¢2, foi definida entre os residuos 1 a 335.

3.5 Preparacéo de células de E. coli competentes.

Para que as bactérias estejam aptas a receber o vetor, um tratamento das células se faz
necessario. Um pré-inoculo de 5 mL ¢ feito com meio Luria Broth (LB) sem a adicdo de
antibidticos e incubado por 16 horas a 37 °C com rotagdo de 150 rpm. A partir dele, um
in6culo é feito com 500 mL de meio LB e incubado a 37 °C com rotacdo de 150 rpm até
atingir a densidade o6tica a 600 nm (DOgg) de 0,3. A cultura entdo € centrifugada a 1600 g a 4
°C por 10 minutos. Em seguida, as células precipitadas sdo ressuspendidas cuidadosamente
em 100 mL de tampédo A (60 mM de cloreto de calcio, 10 mM de PIPES pH 7,0 e 15 % de
glicerol) a 4 °C. Este passo € repetido mais uma vez e, por fim, ap6s nova centrifugacéo, as
células séo ressuspendidas em 12 mL de tampdo A a 4 °C, aliquotadas em tubos de micro

centrifuga e estocadas em freezer a -80 °C.

3.6 Transformacdo das bactérias.

Para a insercdo dos vetores nas células bacterianas foi utilizada a transformacéo
quimica por temperatura. Neste método, as células competentes sdo descongeladas a 4 °C e
incubadas por 30 minutos com 10 ng do vetor a ser inserido. Apos a incubacdo, € feito um
choque térmico no qual as celulas sdo passadas para 42 °C em banho térmico por 1 minuto e
novamente voltam ao gelo por 2 minutos. Em seguida, é adicionado as células 1 mL de meio
LB que sdo incubados a 37 °C por uma hora em agitacdo de 150 rpm. Apds a incubacdo, as
células sdo espalhadas em placas de LB/agar contendo o antibidtico que o vetor inserido

confere resisténcia. Por fim, as placas s&o mantidas a 37 °C por 16 horas.
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3.7 Preparacéo de células de P. pastoris competentes.

Foi feito pré-indculo das coldnias de P. pastoris em 10 mL de meio YPD (1 % de
extrato de levedura, 2 % de peptona e 2 % de glicose, relacdo peso/volume) a 30 °C por 16
horas. Em seguida, inoculou-se 500 mL de meio YPD, deixando-se crescer a 30 °C até a
DOgy de 1,2 a 1,5. A cultura foi entdo centrifugada a 1500 g por 5 minutos a 4 °C e
ressuspendida em 500 mL de &gua estéril a 4 °C. O passo anterior foi repetido com
ressuspensdo em 250 mL de &4gua. Mais uma vez foi feita a centrifugacéo e as células foram
ressuspendidas em 20 mL de solugdo de sorbitol 1M a 4 °C. Por altimo as células s&o
novamente centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de solucdo de sorbitol 1M a 4 °C. As
células eram, entdo, separadas em aliquotas de 40 pL e utilizadas no mesmo dia para
transformacéo.

Todos os passos foram feitos com material estéril e dentro de um fluxo laminar. Apds
0 crescimento, todo o processo foi feito a baixa temperatura mantendo-se todas as solucgdes

em gelo.

3.8 Transformacdo de P. pastoris.

As linhagens de P. pastoris utilizadas foram a GS-115 (Invitrogen) para transformacao
com o plasmideo pPIC9K e a X33 (cedida pelo professor Fernando Araripe Torres) para
transformacdo com o plasmideo pPZa.

As aliquotas de células recém-preparadas para receber os vetores eram misturadas com
10 pg do plasmideo linearizado e transferidas para uma cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm
gelada. Apds incubagédo por 5 minutos, foi dado pulso elétrico com eletroporador (BioRad)
ajustado a 25 pF, 200 ohm e 2000 V. Imediatamente as células foram diluidas em 1 mL de
solugéo de sorbitol 1M a 4 °C e incubou-se a 30 °C por 2 horas sob agitacao.

Nos casos em que foi utilizado o plasmideo pPIC9K, logo apoés a incubagéo, as células
eram espalhadas em placas contendo meio MD (1,34 % de Yeast Nitrogen Base sem
aminoécidos, 4x10® % biotina e 2% de glicose, relacdo peso/volume) sélido e diferentes
concentragOes do antibiotico Geneticina (de 0 a 4 mg/mL) e incubadas em estufa a 30 °C até o

aparecimento das colonias.
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Com a utilizacdo do plasmideo pPZa, as células eram espalhadas em placas contendo
meio YPDS (1 % de extrato de levedura, 2 % de peptona, 2 % de glicose e 0,2 % de sorbitol,
relacdo peso/volume) contendo diferentes concentracGes do antibidtico Zeocina (de 25 a 250

pg/mL).

3.9 Teste de expressdo em E. coli.

A capacidade de expressdo das proteinas pelas coldnias geradas com a transformacéo
de E. coli foi testada inoculando-se 5 mL de meio LB, acrescido dos antibiéticos adequados, e
incubando-as por 12 horas a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm. ApGs o crescimento a expressao
foi induzida com a adicdo de 1 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactosideo (IPTG) ao meio e
incubado por 6 horas a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida as células foram
centrifugadas a 5000 g a 4 °C por 20 minutos. As células precipitadas foram entdo
ressuspendidas em 200 pL de tampéo de ressuspensdo (100 mM de cloreto de sodio, 50 mM
de Tris-HCI pH 8,0, 10 % glicerol, 1 mM de inibidor de protease Phenylmethanesulfonyl
Fluoride (PMSF) e 250 pg/mL de lisozima) e incubadas em gelo por 30 minutos. A lise das
células foi feita por choque térmico, congelando-as com nitrogénio liquido e descongelando-
as a 4 °C. Apos a lise, as amostras eram centrifugadas a 15000 g a 4 °C por 10 minutos, 0s
sobrenadantes eram coletados e aplicados em gel dodecil-sulfato de sddio (SDS) para analise
das proteinas expressadas. As coldnias que apresentaram expressdo solGvel eram entdo
congeladas a -80 °C como estoque para expressdao em maior escala. Em relacdo as enzimas
que ndo se apresentavam solUveis no teste de expressdo, novas colonias eram testadas com

variacdes no protocolo.

3.10 Teste de expressdo em P. pastoris.

As colonias que cresceram em placas com as maiores concentragdes de antibioticos e
algumas com menor concentragcdo foram selecionadas para teste de expressao.
Com cada coldnia era feito um pré-indculo de 5 mL em meio BMGY (1,34 % de Yeast

Nitrogen Base sem aminoécidos, 4x10° % de biotina, 2% de peptona, 1 % de extrato de
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levedura, 1 % de glicerol e 100 mM de fosfato de potéssio pH 6,0) e incubado a 30 °C sob
agitacdo de 250 rpm até atingir uma DOggo de 2-4. Ap6s o crescimento, as células eram
centrifugadas a 2000 g a temperatura ambiente e ressuspendidas em 10 mL de meio indutor
BMMY (1,34 % de Yeast Nitrogen Base sem aminoacidos, 4x10®° % de biotina, 2% de
peptona, 1 % de extrato de levedura, 0,5 % de metanol e 100 mM de fosfato de potassio pH
6,0). A nova cultura voltava a ser incubada com as mesmas condigdes por 4 dias. A cada dia
era adicionado 50 pL de metanol 100 % (concentracdo final de 0,5 %) para a inducdo ser
mantida. Durante os quatro dias foram retiradas aliquotas, que foram analisadas por gel SDS e
pela atividade.

Visando uma boa aeracdo, os cultivos foram feitos em frascos com dez vezes o
volume do meio de cultura. Outros testes de expressdo foram feitos variando-se as condicdes

de cultivo, como temperatura, pH, meio de cultura, etc.

3.11 Western Blotting.

Apos a eletroforese em gel SDS, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose Hybond ECL (Amersham Biosciences) usando um tampéo preparado com 500
mM de Tris-HCI, 1 M de glicina, 0,1 % de SDS, 10 % de metanol e pH ajustado a 8,3. A
membrana foi bloqueada durante 16 horas a 4 °C com solucdo de leite desnatado 5 % em
PBS-Tween 0,1 % e incubada com anticorpo primério anti-His (Sigma) diluido em PBS (1:
1000) por 2 horas. Em seguida, a membrana foi trés vezes lavada com PBS-Tween 0,1 % por
10 minutos. Ap6s as lavagens, a membrana foi incubada com anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com Peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:5000 por 1 hora a temperatura
ambiente. Foram repetidas as lavagens com PBS-Tween e a membrana foi revelada com o

reagente AP Conjugate Substrate (Bio-rad) segundo instrucGes do fabricante.

3.12 Expressao em E. coli.

A expressdo das proteinas para os estudos era feita da mesma maneira descrita no

item 3.9, porém utilizando maior volume de meio de cultura e diferente método de lise.
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Considerando que cada proteina expressa heterologamente possui um rendimento diferente, os
volumes de meio de cultura variavam entre 1 L e 5 L, dependendo da quantidade de expresséo
de cada proteina.

A lise das células era feita por sonicacdo. Aplicavam-se 5 ciclos de 10 segundos de
pulsos intercalados com 50 segundos de descanso em gelo. O sobrenadante, que continha a
proteina, era entdo coletado e purificado. Aliquotas da fracdo sobrenadante e do precipitado

eram separadas para posterior analise em gel SDS.

3.13 Purificagéo por afinidade e clivagem da cauda de histidinas.

As enzimas expressas continham, devido ao vetor utilizado, uma cauda de seis
histidinas localizada na sua por¢do amino terminal, permitindo assim sua purificagdo por
cromatografia de afinidade. A resina utilizada foi a Talon Superflow (Clontech) contendo ions
de niguel imobilizados.

O sobrenadante coletado depois da lise das células era tratado com DNAse, para
reduzir a viscosidade, e aplicado na coluna de purificagdo contendo de 2 a 5 mL de resina.
Uma vez que a cauda de histidinas tem afinidade pelos ions niquel, a enzima se fixava na
resina enquanto todas as outras passavam diretamente. A resina era entdo lavada com dez
vezes 0 volume de coluna com tampéo de lavagem (100 mM de cloreto de sédio, 50 mM de
Tris-HCI pH 8,0 e 5 mM de imidazol) e eluida com 5 vezes o volume de coluna com tampé&o
de eluigdo (100 mM de cloreto de sddio, 50 mM de Tris-HCI pH 7,0 e 200 mM de imidazol).

Uma vez pura, a enzima ndo precisava mais da cauda de histidinas, nem do dominio
tiorredoxina. Para a retirada dessas regides, a fracdo eluida era acrescida de 1 mg da protease
Tobacco Etch Virus (TEV) e incubada por 12 horas a 4 °C. Como o imidazol reduz a
atividade da TEV, foi necessaria a diluicdo da enzima por dez vezes em tampéo de eluicdo
sem imidazol, antes da aplicacdo da protease.

Apbs a clivagem, a proteina era novamente aplicada na coluna de afinidade para que,
desta vez, a cauda ficasse retida e ela passasse diretamente. A enzima era entdo dialisada com
tampdo minimo (50 mM de cloreto de sddio e 20 mM de Tris-HCI pH 7,0) e concentrada para

posteriores estudos.
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Todos os tampdes utilizados eram mantidos a 4 °C, apesar da purificacgdo ter sido feita
a temperatura ambiente. Em todos os passos foram retiradas aliquotas para analise em gel
SDS.

3.14 Produgéo e purificacdo da protease TEV.

A produgdo da protease TEV, utilizada na clivagem da cauda de histidinas e da
tiorredoxina, foi feita utilizando-se o mesmo protocolo descrito nos itens 2.11 e 2.12. O
plasmideo de expressdo da protease TEV foi gentilmente cedido pela ex-aluna de doutorado
Ana Cristina Puhl.

3.15 Purificacdo por exclusao de tamanho.

Em alguns casos, a purificacdo por afinidade ndo foi suficiente para obtencdo de
proteina pura, apresentando alguns poucos contaminantes com diferentes pesos moleculares.
Nesses casos, foi utilizada a cromatografia por exclusdo de tamanho, com a coluna Superdex
200 HR 10/30 (GE Healthcare).

Com o auxilio de um aparelho de High-performance liquid chromatography (HPLC),
a resina era equilibrada com tampdo minimo, e volumes de 250 uL de enzima concentrada
eram aplicados. O ajuste de parametros, como fluxo e pressdo maxima, foi determinado de
acordo com o manual da coluna. Os picos observados no cromatograma eram coletados em
aliquotas de 500 pL e analisados por gel SDS. As aliquotas que apresentavam a enzima pura
eram concentradas para posteriores estudos.

Todas as purificagbes por exclusdo de tamanho foram feitas a temperatura ambiente.
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3.16 Teste de termoestabilidade.

A termoestabilidade, além de uma medida fisica da capacidade da enzima de se manter
enovelada corretamente em determinada temperatura, passou a ser uma medida valiosa para
determinacdo de condi¢Ges com maior probabilidade de cristalizacdo de proteinas.

A solucdo em que a proteina se encontra, antes do experimento de cristalizacéo, pode
ser crucial para a obtencdo de cristais. Baseados nesse fato, dois artigos publicados em
2006'® e 2011'® apresentaram um método répido de analise da termoestabilidade das
proteinas produzidas em diferentes condi¢cdes. Mostraram também que as proteinas mais
termoestaveis tém maior probabilidade de gerar cristais.

Os testes de termoestabilidade foram feitos com a ajuda do técnico Philippe Mas no
Laboratério Europeu de Biologia Molecular (EMBL) de Grenoble, Franga.

Em uma placa de PCR de 96 pocos, as enzimas foram diluidas a 20 pM em solucéo
contendo 5x SYPRO Orange (Invitrogen). As amostras foram entdo induzidas a desnaturacao
térmica em um PCR quantitativo em tempo real por gradiente de temperatura de 25 a 75 °C
em passos de 1 °C e 1 minuto. O desenovelamento da proteina foi monitorado pelo aumento
da intensidade da fluorescéncia da sonda SYPRO Orange, que era medida a cada minuto
utilizando excitacdo a 492 nm e emissdo a 516 nm.

A intensidade relativa de emissdo de fluorescéncia era plotada como uma funcéo da
temperatura e 0 T, (temperatura na qual metade das enzimas encontra-se estavel) de cada
amostra era calculado como a média entre a linha de base e o ponto com maior intensidade de
fluorescéncia.

A molécula de SYPRO Orange tem afinidade por regides hidrofébicas das proteinas e,
quando interagem, aumentam a intensidade da fluorescéncia emitida a 516 nm. Desta forma,
conforme as proteinas vao perdendo seu enovelamento, as regides hidrofobicas que estdo
interiorizadas se expdem e mais moléculas de Sypro vado se ligando e aumentando a

intensidade da emisséo de fluorescéncia.
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3.17 Determinacéo da atividade.

Na determinacdo da atividade das enzimas foi utilizado como substrato padrdo a
carboximetilcelulose (CMC). Outros substratos também foram utilizados para teste de
especificidade, como beta-manano, avicel, arabinano, galactomanano, lichenano, beta-glicano
e xiloglucano.

O teste era feito incubando-se 50 pL de reacdo contendo 1 % (relacdo massa/volume)
de substrato, 50 mM de agente tamponante (de acordo com o pH definido), 100 mM de
cloreto de sédio e a enzima, cuja concentracdo era determinada empiricamente para que se
pudesse ter uma boa medida no final da reacdo’®’. Considerou-se boa medida aquela
compreendida entre o branco e o valor maximo representado na porc¢éo linear da curva padrao
feita com diferentes concentracdes de glicose.

A incubacdo era feita tubos de PCR, e o termociclador era utilizado para que a
temperatura de reacdo escolhida fosse mantida constante.

O tempo de reacdo também era determinado empiricamente levando-se em conta uma
boa medida no final da reacéo e a manutencgéo da velocidade inicial da reacdo. Tempos muitos
longos fazem com que o substrato se extinga, a velocidade de reagdo diminua e a
determinacéo da atividade seja alterada.

A quantidade de acucares redutores liberados na reacdo foi determinada pelo método

18 o a absorbancia medida em

colorimétrico do acido 3-5-dinitrossalicilico (DNS)
espectrofotdbmetro a 540 nm. Como a solucdo de DNS € extremamente basica, ela mesma era
utilizada para parar a reacdo adicionando-se 100 pL a mesma.

A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como: a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 umol de acucares redutores (a partir do substrato) por minuto. A atividade
especifica foi determinada como o numero de unidades U por miligrama de enzima.

O mesmo meétodo foi utilizado variando-se a temperatura (de 30 a 90 °C) e o pH (de
3,0 a 7,0) das reacOes, determinando-se assim as condi¢des Otimas para a clivagem dos

substratos pelas enzimas.
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3.18 Cristalizacao.

A cristalizagédo foi feita concentrando-se as enzimas puras e dialisadas em tampao
minimo a 10 mg/mL. A concentracdo foi posteriormente modificada de acordo com o0s
resultados obtidos nos primeiros testes. Como primeiros testes de cristalizacdo, foi utilizada a
técnica de difusdo de vapor em gota sentada, com o auxilio do robd de cristalizacdo
Honeybee. Foram usadas placas de cristalizacdo de 96 pogcos em que a gota era formada por 1
ML da solugéo de enzima com 1 pL da solucédo cristalizante. O poco era preenchido com 80
pL da solucéo cristalizante. Apos vedar a placa, ela era mantida a temperatura constante de 18
°C. Nesses testes iniciais, as solucdes de cristalizacdo provinham de Kits de cristalizacdo
como “Crystal Screen” e “Index” da Hampton, e “Classics Suite” ¢ “MbClass Suite” da
Qiagen.

Uma vez encontradas condicBes promissoras, elas eram refinadas manualmente
utilizando-se placas de 24 ou 48 pocos com a técnica de difusdo de vapor em gota suspensa.
As gotas eram formadas por 2 pL da solucdo de enzima com 2 pL da solucdo cristalizante e
0s pogos eram preenchidos com 250 pL das solugdes cristalizantes.

Durante o Doutorado Sanduiche feito no European Syncrothron Radiation Facility
(ESRF) em Grenoble, Franca, os experimentos iniciais de cristalizacdo eram feitos pelo rob6
Cartesian PixSys 4200 (Genomic Solutions, Reino Unido), onde as gotas eram formadas por
0,1 pL da solucdo de enzima com 0,1 pL da solucdo cristalizante. Os kits de cristalizagédo

utilizados foram os mesmo dos experimentos feitos no Brasil.

3.19 Difracdo de raios-X.

Os cristais obtidos nos experimentos de cristalizacdo eram transferidos para uma
solucéo crioprotetora, feita com a mesma solucdo cristalizante acrescida de 15 a 20 % de
etilenoglicol ou glicerol, e congelados em nitrogénio liquido. No Brasil, os cristais eram
testados em experimentos de difracdo de raios-x na linha MX-2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP), equipada com detector CCD modelo MARMOSAIC
225. Na Franca, foram testados na linha BM23-1 do ESRF, equipada com detector PILATUS
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6M-F. Os cristais que apresentavam bom poder de difracdo tinham seu conjunto de dados
coletados. Durante os experimentos, os cristais eram mantidos a temperatura de -173 °C.

3.20 Tratamento dos dados de difracdo de raios-X.

Os dados coletados foram indexados e integrados pelo programa XDS'® e as
intensidades das reflexdes foram escalonadas pelo programa Aimless*®*. O nimero de
moléculas na unidade assimétrica foi estimado pelo programa Mathews_coef'****3, As fases
iniciais foram determinadas com o programa Phaser’'* por substituicdo molecular. Os
modelos iniciais utilizados foram encontrados no Protein Data Bank (PDB) através de
procura por sequéncias com alta identidade. Os modelos gerados foram aperfeigoados através
de ciclos de refinamento com o programa PHENIX'", intercalados com anélises e ajustes
manuais pelo programa COOT™®. As figuras das estruturas resolvidas foram geradas com o
programa PYMOL.
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ENDOGLUCANASE | EENDOGLUCANASE |l DE T. reesei.

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Clonagem de Egl e Eg2 para expressdo em P. pastoris pelo vetor pPICIK.

Os genes foram amplificados por PCR a partir de uma biblioteca de cDNA e foram
confirmados por gel de agarose a 1 %. As bandas referentes aos genes que codificam as
enzimas Egl (1243 pb) e Eg2 (987 pb) apresentaram-se Unicas e com tamanho esperado
(figura 10). Os fragmentos foram subclonados no plasmideo pGEM-T e utilizados na

transformacéo de células de E. coli (DH5a) competentes para propagacao.

a) b)
1,5kb 1.5kb
1 kb 1kb

Figura 10 - Eletroforese em géis de agarose da amplificagdo por PCR dos genes: a) Egl e b) Eg2.

Os plasmideos pGEM-T contendo os fragmentos que codificam as endoglucanases
foram clivados com a enzima de restrigdo Avrll, assim como o vetor pPIC9K. Em seguida, os
fragmentos liberados foram ligados em pPIC9k e utilizados na transformac&o de células de E.
coli (DH5a). Como os genes estdo flanqueados pelo mesmo sitio de restrigdo da enzima
Avrll, apods a ligagéo foi feito um teste de restricdo das diferentes col6nias geradas com as
enzimas Ncol para endoglucanase | e Sall para endoglucanase Il para determinar qual coldnia

apresentava o plasmideo com o gene inserido na orientacdo correta. No caso da Egl, a
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clivagem do vetor com gene na posicao correta geraria fragmentos com tamanhos 7890 pb e
2610 pb, na posigéo invertida seriam 7124 pb e 3376 pb. Com a Eg2 os fragmentos do gene
na orientacdo correta teriam 7611 pb e 2633 pb, e os fragmentos com o gene invertido teriam
8054 pb e 2190 pb (figura 11 e 12). Desta forma, as colbnias escolhidas foram as colénias 3

tanto da endoglucanase | como endoglucanase I1.

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose do teste de restricdo de coldnias transformadas com pPICIK+Eg1. No
interior do retangulo vermelho estdo as bandas relativas aos fragmentos gerados pela clivagem com
a enzima de restri¢do Ncol.

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose do teste de restricdo de coldnias transformadas com pPICIK+Eg2. Os
plasmideos foram clivados com a enzima de restri¢do Sall.
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As colbnias selecionadas foram cultivadas e grande quantidade de plasmideo foi
extraido e purificado com o kit “PureYield Plasmid Midiprep System” (Promega).

Para a transformacao de P. pastoris, os plasmideos recombinantes foram inicialmente
linearizados com a enzima de restri¢cdo Sacl (figura 13), de acordo com as recomendacdes do

fabricante (Fermentas).

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose da linearizagdo dos plasmideos com a enzima de restricdo Sacl. MM.
Padrdo de peso molecular; 1. Egl/pPIC9K clivado; 2. Egl/pPICI9K néo clivado; 3. Eg2/pPICIK
clivado; 4. Eg2/pPIC9K ndo clivado.

Apbs a eletroporacdo, as células foram espalhadas em placas com meio MD. Como a
linhagem GS-115 nédo possui 0 gene HIS4, essencial para a producdo do aminoacido histidina,
somente as células que obtiveram a inser¢do do plasmideo pPIC9K crescem em meio minimo
deficiente em histidina. Para uma segunda etapa de selecdo de transformantes, as colénias que
cresceram em meio minimo foram plagueadas em meio YPD contendo concentracGes
crescentes do antibidtico geneticina. Foram selecionadas para testes de expressdo, as col6nias
que cresceram na concentracdo maxima de geneticina de 4 mg/mL, como indicado pelo
fabricante (Invitrogen), na qual se espera que as celulas possuam até 12 copias do gene
inserido no genoma da levedura. Como controle, células de P. pastoris GS-115 ndo
transformadas também foram plaqueadas nas mesmas condi¢fes descritas acima e, como

esperado, nenhuma colnia cresceu.
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4.1.2 Expressdo de Egl e Eg2 em P. pastoris pelo vetor pPICI9K.

Antes de comecar com o0s testes de expressdo as colonias transformadas foram
replicadas em novas placas e numeradas para facilitar a identificacdo. Também foram feitos
estoques em glicerol de cada coldnia testada e congelados a -80 °C.

Para identificacdo das bandas relativas as enzimas por SDS-PAGE, foi feito o célculo
de peso molecular de Egl e Eg2 através do programa online Protparam®!’, resultando em
41,06 kDa e 35,27 kDa respectivamente. Porém, as enzimas possuem sitios de glicosilagéo,
confirmados através dos programas NetNGlyc''® e NetOGlyc'*®, ficando impossivel prever o
aumento do peso molecular gerado pela adi¢do de carboidratos. De acordo com o artigo de
Qin'®, a construgdo de endoglucanase 11 de T. reesei possui 48 kDa quando expressa pelo
proprio fungo e 57 kDa quando expressa heterologamente em S. cerevisiae.

Como o plasmideo pPIC9K confere uma regido N-terminal sinalizadora para
exportacdo (fator-a), a enzima expressa deve ser encontrada no meio extracelular. Desta
forma, as analises por SDS-PAGE foram feitas a partir do sobrenadante, apds centrifugacéo
da cultura.

O primeiro teste de expresséo foi realizado com as colonias 1 a 14 de Eg2. As coldnias
foram induzidas em meio BMMY a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm por 4 dias. Aliquotas
foram coletadas e, apds centrifugacdo, a fracdo do sobrenadante foi aplicada em gel SDS-
PAGE. Como controle, foram testadas também col6nias de P. pastoris ndo transformadas e
colénias transformadas com o plasmideo pPIC9k sem inserto.

Os géis SDS-PAGE do primeiro teste deixam claro que nenhuma banda mais intensa
foi notada acima dos pesos moleculares minimos esperados (figura 14). Mesmo bandas mais
fracas ndo pareceram promissoras quando comparadas com o padrdo de expressdo da P.
pastoris sem transformacéo (figura 14a) e da P. pastoris transformada com o plasmideo sem
inserto (figura 14d). As colonias 1, 3, 4 e 5 foram observadas ap0s 24, 48, 72 e 96 horas de
inducdo e ndo se nota praticamente nenhuma diferenca entre elas (figuras 14a, 14b e 14c). O
mesmo acontece com as demais coldnias que foram analisadas apenas ap6s 96 horas de
inducdo (figuras 14d e 14e).

Para conferir se a proteina estava sendo expressa de forma intracelular, o precipitado
das amostras da colénia 5 também foi analisado em gel SDS-PAGE. Na figura 14c (coluna 7)

nota-se a presenca de uma banda um pouco mais intensa do que as outras apés a inducéo.
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Porém essa banda esta localizada numa posi¢do proxima a uma banda de menor intensidade

na coldnia ndo transformada (figura 14a).

2‘,
:

£ B 3 4 5 6 1 5 % B 5 B

Figura 14 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo de Eg2 em P. pastoris. Foi aplicado nos geis a fragdo sobrenadante
de cada cultura, com a excec¢do do gel “c”, colunas de 6 a 10, onde foi aplicada a fracdo precipitada. a) 1.
Padrdo de peso molecular; 2. 24 horas de inducéo, ndo transformado; 3. 48 horas de inducéo, ndo transformado;
4. 72 horas de inducdo, ndo transformado; 5. 96 horas de inducgéo, ndo transformado; 6. 24 horas de inducéo,
coldnia 1; 7. 48 horas de indugdo, coldnia 1; 8. 72 horas de indugdo, coldnia 1; 9. 96 horas de inducdo, coldnia
1. b) 1. Padréo de peso molecular; 2. 24 horas de inducdo, coldnia 3; 3. 48 horas de indugéo, col6nia 3; 4. 72
horas de induc¢do coldnia 3; 5. 96 horas de inducéo, coldnia 3; 6. 24 horas de inducéo, coldnia 4; 7. 48 horas de
inducéo, colbnia 4; 8. 72 horas de indugdo, coldnia 4; 9. 96 horas de inducéo, coldnia 4. c) 1. Padrdo de peso
molecular; 2. 24 horas de inducéo, coldnia 5; 3. 48 horas de indugéo, colbnia 5; 4. 72 horas de indugéo coldnia
5; 5. 96 horas de inducgdo, col6nia 5; 6. Lisado antes da indugdo, col6nia 5; 7. Lisado, 24 horas de inducéo,
colbnia 5; 8. Lisado, 48 horas de indugéo, coldnia 5; 9. Lisado, 72 horas de indugdo, colbnia 5; 10. Lisado, 96
horas de indugdo, col6nia 5. d) 1. Padréo de peso molecular; 2. 24 horas de inducédo, pPIC9K sem inserto; 3. 96
horas de indugédo, pPIC9K sem inserto; 4. 96 horas de inducéo col6nia 6; 5. 96 horas de indugao, col6nia 8; 6.
96 horas de indugdo, col6nia 9. e) 1. Padrdo de peso molecular; 2. 96 horas de indugdo coldnia 10; 3. 96 horas
de inducdo colbnia 11; 4. 96 horas de indugdo coldnia 12; 5. 96 horas de inducgdo, colbnia 13; 6. 96 horas de
inducéo, coldnia 14.
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O segundo teste de expresséo foi realizado com 20 colonias para expresséo de Eg2 e

15 coldnias para expressdo de Egl. As col6nias foram induzidas em meio BMMY a 28 °C sob

agitacdo de 250 rpm por 4 dias. Logo apds foram coletadas aliquotas que foram centrifugadas

e a fracdo do sobrenadante foi aplicada em gel SDS-PAGE. A colbnia 3 de Egl néo foi

analisada por ter apresentado sinais de contaminagdo durante a indugéo.

Neste segundo teste notou-se uma diferenca no padrdo de bandas das colénias 5 e 12

de Egl e das colonias 8 e 12 de Eg2 em relacdo as demais, que se apresentaram como 0

controle (figura 15). Mesmo assim, diferentemente do esperado para uma expresséo induzida,

nenhuma banda que pudesse indicar claramente a presenca da enzima destacou-se das outras.

~
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Figura 15 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo de Egl e Eg2 em colénias de P. pastoris crescidas em

4 mg/mL de geneticina. Foi aplicado nos geis a fracdo sobrenadante de cada cultura apés inducédo
por 72 horas. Foram testadas 15 coldnias para expressdo de Egl(barra vermelha) e 20 coldnias para
expressdo de Eg2 (barra azul). Nas colunas indicadas pela letra C (controle) foram aplicadas
amostras das culturas antes da inducéo.

Para tentar identificar a enzima entre as bandas apresentadas no gel foi feito um

experimento de Western Blotting com anticorpo primario anti-his. O Western Blotting foi feito

com as mesmas amostras do terceiro gel da figura 15 (abaixo e a esquerda), onde foram
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aplicados os sobrenadantes das col6nias 4 a 12 de Eg2. No resultado € possivel distinguir
apenas uma banda fraca relativa a coldnia 8. A banda se apresenta entre 50 e 70 kDa, de
acordo com o possivel peso molecular (figura 16). Aparentemente ela pode ser a mesma
banda da colbnia 8 representada na figura 15, logo abaixo de 66 kDa.

Como a colbnia 12 de Eg2 gerou 0 mesmo padréo de bandas da colénia 8 no gel SDS,
esperava-se que o Western Blotting também revelasse uma banda de mesmo tamanho. Mas
como a banda-alvo apresenta-se bem mais fraca, possivelmente ndo foi suficiente para ser

identificada no experimento de Western Blotting.

70 kDa

e =55
40 kDa ~

35kDa ~

25kDa ~

v

n A |
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Figura 16 - Western Blotting do teste de expressdo de Eg2 em coldnias de P. péstoris. Os nimeros representam
as coldnias testadas. A Unica banda distinguivel encontra-se dentro do retdngulo vermelho.

Com intuito de melhorar a expressdo, novos testes foram feitos com a colonia 8 de
Eg2 variando-se a temperatura e o pH do meio de cultura de acordo com a tabela 3. As
colénias foram induzidas em meio BMMY sob agitacdo de 250 rpm por 5 dias. Foram
coletadas aliquotas a cada 24 horas ap6s inducdo, que foram centrifugadas e a fracdo do
sobrenadante foi aplicada em gel SDS. Porém, apesar da variacdo das condi¢des, ndo foi
verificada melhora alguma (figura 17). Além disso, as bandas que possivelmente
representariam a Eg2 (figuras 15 e 16) ndo se apresentaram mais intensas nos géis. E possivel
observar uma banda bem fraca, em posicao logo abaixo do marcador de 66 kDa, logo apds 24
horas de inducdo nas sete condicOes testadas, mas sua identificacdo se torna mais dificil

conforme se aumenta o tempo de inducéo.
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Tabela 3 - Condicdes selecionadas para teste de expressdo da enzima Eg2.

Condicoes Temperatura pH
1 28 °C 7,5
2 25°C 7,5
3 23°C 7,5
4 28 °C 6,0
5 25°C 6,0
6 23°C 6,0
7 28 °C 4,5

¥ &€ 7 1L Z % 4 § 18

Figura 17 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressao da col6nia 8 de Eg2 em de P. pastoris crescidas e
induzidas em diferentes condicbes de acordo com a tabela 3. Foi aplicada nos geis a fracdo
sobrenadante de cada cultura. Os nimeros abaixo de cada gel representam as condigdes descritas na
tabela 3. As amostras foram analisadas apds 24 horas (barra vermelha), 48 horas (barra azul), 72
horas (barra laranja), 96 horas (barra verde) e 120 horas (barra roxa) de inducéo.

Em uma ultima tentativa de determinar a presenca da enzima clonada, foi feita uma
expressao da colonia 8 de Eg2 em maior escala com as mesmas condi¢fes descritas no
segundo teste de expressdao. Apds a inducdo de 4 dias a cultura foi centrifugada e o
sobrenadante foi concentrado e aplicado em uma coluna de afinidade com niquel imobilizado.
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Apos trés lavagens com 3x o volume de coluna, foi feita a eluicdo com 200 e 500 mM de
imidazol.

Todas as etapas da purificacdo foram analisadas em gel SDS (figura 18). Infelizmente,
ndo foi observada nenhuma banda acima de 45 kDa nas fracGes eluidas. Apenas uma banda
foi observada contendo pouco menos de 24 kDa, que possivelmente representa alguma
proteina da prépria P. pastoris que possui alguma afinidade pela coluna de niquel.
Comparando-se a fracdo sobrenadante com a fracdo ndo aderida na coluna chegamos a

conclusdo de que todas as bandas mais fortes passaram diretamente pela resina.

66kDa-
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Figura 18 - Eletroforese em gel SDS da purificacdo de Eg2 por cromatografia de afinidade. 1. Padrdo de peso
molecular; 2. Sobrenadante filtrado; 3. Sobrenadante filtrado e concentrado; 4. Fracdo ndo aderida a
resina; 5. Primeira lavagem; 6. Segunda lavagem; 7. Terceira lavagem; 8. Eluicdo com 200 mM de
imidazol; 9. Eluicdo com 500 mM de imidazol; 10. Resina ap0s eluigéo.

Durante todos os testes de expressao foram feitas medidas de atividade das amostras
coletadas. As amostras eram misturadas com solugdo contendo CMC (concentracdo final de 1
%) e acetato de sodio (concentracdo final de 50 mM) pH 5,0 e mantidas a temperatura
constante de 50 °C. Logo apds, a quantidade de agucares redutores liberados era revelada por
reagdo com DNS e comparada com reagdes controle. Todas as amostras testadas néo

apresentaram atividade.

4.1.3 Clonagem de Egl e Eg2 para expressdo em P. pastoris pelo vetor pPZa.

A clonagem em vetor pPZa foi feita no Laboratorio de Biologia Molecular da

Universidade de Brasilia sob a coorientacdo do Professor Dr. Fernando Araripe Torres.
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O primeiro passo foi a retirada dos genes do plasmideo original pPIC9K e a inser¢éo
dos mesmos no plasmideo pPZa, onde o promotor AOX foi substituido pelo promotor
constitutivo PGK1.

Para tal, pPIC9K/Egl, pPIC9K/Eg2 e pPZa foram clivados com as enzimas de
restricdo Notl e BstBI (figura 19). O sitio de clivagem da Notl esta no poli-linker dos dois
plasmideos e a BstBI cliva em duas posi¢cdes do pPICIK. A posi¢cdo que libera o gene esta
logo antes do fator-o, mesma posi¢do encontrada no pPZa, e a outra se encontra no lado
oposto da regido de insercdo do gene. De acordo com as enzimas utilizadas, os insertos

liberados deveriam ter os tamanhos 1463 kb, para Eg1, e 1266 kb, para Eg2.

Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose da clivagem dos plasmideos pPIC9K/Egl e pPICIK/EQ2 pelas
enzimas de restricdo Notl e BstBI.

As bandas relativas aos genes foram purificadas do gel e foi feita ligacdo no plasmideo
pPZa com a enzima ligase (New England Biolabs) por 2 horas a temperatura ambiente. O
plasmideo final foi utilizado para a transformacéo de células de E. coli (DH5a) competente.

O antibidtico utilizado para a selecao dos transformantes, tanto em E. coli como em P.
pastoris, é a zeocina. Como ela é sensivel a elevadas concentragdes de sal, as placas em que
as células transformadas foram espalhadas continham meio LB com baixa concentracdo de
cloreto de sodio (< 90 mM).

Para conferir a insercdo dos genes foi feito teste de restricdo com as enzimas Notl e
BstBl em quatro coldnias de cada construgdo. Em todos os casos o inserto estava presente

com o numero de pares de bases esperado (figura 20).
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose do teste de restricdo de col6nias transformadas com pPZa/Egl e
pPZo/Eg2. Foram testadas quatro coldnias de cada construgdo. As letras C e N representam as
colunas dos plasmideos clivados e ndo clivados, respectivamente.

Foi selecionada uma coldnia de cada construcéo e grande quantidade de plasmideo foi
produzido e purificado com o kit midi-prep (Promega). Para a transformacédo em P. pastoris,
os vetores foram linearizados com a enzima de restricdo Sacl (figura 21). Apesar da Egl ndo
ter sido linearizada totalmente, a porcdo clivada é majoritaria. As bandas digeridas foram
purificadas do gel e utilizadas na transformacdo de P. pastoris competente. Apds as
transformacdes, as placas foram incubadas por até cinco dias, uma vez que a zeocina perde

sua atividade com o tempo.

6 kb
5 kb

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose da linearizagdo dos plasmideos pPZo/Egl e pPZo/Eg2 com a enzima
de restricdo Sacl. As letras C e N representam as colunas dos plasmideos clivados e nao clivados,
respectivamente.

Vérias tentativas de transformacéo foram feitas variando-se o protocolo e utilizando-se

diferentes concentracdes de antibiotico. Em todas as condicdes testadas ndo houve sucesso.
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Mesmo apés cinco dias, nenhuma colbnia foi observada. De forma inesperada, nenhuma

coldnia cresceu, mesmo sem utilizar antibiotico.

4.1.4 Clonagem de Eg2 para expressdao em E. coli.

Como as tentativas de expressdo da enzima Eg2 em P. pastoris levaram uma
quantidade consideravel de tempo e ndo tiveram sucesso, procedemos a tentativa de expressao
em E. coli, como j4 foi descrito na literatura'®. Deste modo, realizamos a clonagem do gene
de Eg2 no plasmideo pET28a. Apesar das bactérias ndo terem a capacidade de fazer
glicosilacdo de enzimas, o estudo estrutural da endoglucanase ndo-glicosilada também seria
de grande importancia.

Apo6s a amplificacdo do gene por PCR (figura 22), este foi subclonado no vetor
pGEM-T e utilizado em transformac&o de células de E. coli (DH5a) para sua propagagdo. O
gene foi entdo retirado do pGEM-T por clivagem com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol e
inserido no vetor de expressdo pET28a, que também havia sido clivado pelas mesmas
enzimas. Novamente, células de E. coli (DH5a) foram transformadas, agora com o novo
vetor, e duas das coldnias resultantes foram selecionadas para teste de restri¢cdo do plasmideo
(figura 22). O vetor pET28a/Eg?2 foi entdo utilizado na transformacédo das cepas de E. coli.

1 2

Colénias

Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose da amplificacdo por PCR do gene Eg2 para expressdo em E. coli (a
esquerda), e do teste de restrigdo com as enzimas Ndel e Xhol do plasmideo pET28a/Eg2 extraido
de duas colbnias (a direita).
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4.1.5 Expressédo de Eg2 em E. coli.

A expressdo da enzima Eg2 foi primeiramente testada em condi¢6es descritas no item
materiais e métodos. No teste de expressdo, diferentes cepas de E. coli foram utilizadas:
BL21; BL21 Codon Plus; BL21 Ril; e BL21 Origami2.

Ap0s a inducdo, as células foram separadas do meio de cultura e lisadas em tampéo de
ressuspensdo (100 mM de cloreto de sodio, 50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10 % glicerol, 1 mM
de inibidor de protease PMSF e 250 pg/mL de lisozima) através de sonicacdo. Novamente
eram centrifugadas e as fracGes sollveis e precipitadas eram aplicadas e analisadas em gel
SDS.

O resultado obtido mostra que a Eg2 foi expressa em todas as cepas (com a excecao da
coldnia 2 da cepa BL21 pLysS), porém insoltvel (figura 23). Fica clara no gel a presenca de
duas fortes bandas nas fragOes precipitadas entre os marcadores de 36 e 29 kDa. Como 0 peso

molecular calculado para a Eg2 é de 35,27 kDa, € provavel que ela seja uma das duas bandas.

66 kDa B 66kDass '
45 kD, " 45 kDa v, |
36 kDA . — 36 kDa " . = =
29 KDa - o, e = W
24 kDo | 24 kDa ks, = = 24
20 kDaw, . 20 kDa :
S P S ®Bs S P S &P S §B% S BB

14 kDa\ é — 14 kDa \_,

BL21-1 BL21-2 CP-i. CP-2 Ril-1 Ril-2 Ori-1 Ori-2

Figura 23 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo de Eg2 em diferentes cepas de E. coli. Foram testadas
duas coldnias de cada cepa: BL21; BL21 Codon Plus (CP); BL21 Ril (ril); e BL21 Origami2 (Ori).
As letras P e S representam as fracBes precipitadas e solGveis respectivamente.

De acordo com o artigo que descreve a expressao de Eg2 em E. coli, a enzima somente
apareceu na fracdo soltvel quando foi feito o crescimento das bactérias e a inducdo da
expressdo a baixas temperaturas'®*. Portanto, novo teste de expressio foi feito em shaker com
temperatura controlada a 18 °C. Mas, diferentemente da descri¢do no artigo, a Eg2 continuou

na fragdo insoluvel (figura 24).
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Figura 24 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressao de Eg2 a baixa temperatura em diferentes cepas de E.
coli. Foram testadas trés colénias da cepa BL21 Origami2 (Ori), duas colénias BL21 comum, duas
colénias BL21 Codon Plus (CP) e duas colénias BL21 RIL (ril). As letras P e S representam as
fracOes precipitadas e solUveis respectivamente.

Varios outros testes foram feitos, variando-se as condi¢des de crescimento, condi¢oes
de inducdo, método de lise e tampéo de ressuspensdo, mas em todos eles a enzima sempre se
encontrava na fracdo insoltvel.

Em uma ultima tentativa de conseguir ao menos pequena quantidade da enzima, foi
feita uma expressdo em maior escala da colonia 1 da cepa BL21 Ril e o sobrenadante foi
purificado por cromatografia de afinidade. Para evitar precipitacdo, a purificacdo foi feita a
baixa temperatura (4 °C). A analise das etapas da purificacdo mostra que praticamente toda a
enzima encontra-se na fragdo insoltvel (figura 25). Nas fracGes de elui¢cdo aparecem pequenas
bandas de diferentes tamanhos, sendo que as duas mais fortes estdo bem distantes do peso
molecular esperado. Além disso, a quantidade total de proteinas presentes nas eluicdes foi
estimada em torno de 100 pg.
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Figura 25 - Eletroforese em gel SDS da purificacdo de Eg2 por cromatografia de afinidade. 1. Padrdo de peso
molecular; 2. Fragdo insolGvel; 3. Fracdo sollvel; 4. Fragdo ndo aderida a resina; 5. Primeira
lavagem; 6. Ultima lavagem; 7. Eluigio com 200 mM de imidazol; 8. Eluigdo com 500 mM de
imidazol; 9. Resina apds eluicdo

4.2 DISCUSSAO

4.2.1 Expressdo em P. pastoris.

A expressdo de proteinas heterélogas em leveduras vem sendo utilizada com sucesso
hd mais de vinte anos. Geralmente, as leveduras sdo selecionadas como hospedeiras por
combinar uma facil manipulacdo genética com rapido crescimento em meios de cultura de
baixo custo e por sua capacidade de promover modificaces pés-traducionais*®. Uma das
mais empregadas, tanto no meio académico quanto industrial, € a P. pastoris, cujo sucesso
decorre principalmente da facilidade de regulacdo do promotor do gene que codifica a
primeira enzima da via de utilizacdo de metanol, a alcool oxidase 1 (AOX1)**. Em células
alimentadas com metanol (indutor do promotor), a AOX1 chega a responder por 30 % do total
de protefnas soltveis?.

Até entdo, nenhum aluno do grupo tinha experiéncia com expressao heter6loga em
leveduras, mas, gragas as suas caracteristicas, a P. pastoris foi escolhida como organismo de
expressao das enzimas Egl e Eg2, que sdo proteinas originalmente de fungos e possuem
modificagdes pds-traducionais, no caso, a glicosilacao.

As fases de clonagem e transformacdo das células competentes foram feitas com
relativa facilidade. As analises em géis de agarose confirmaram, sem deixar davidas, todas as

etapas de clonagem. As transformacdes aparentemente foram feitas da forma correta, pois
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varias col6nias de P. pastoris GS-115 cresceram em meios seletivos, até em concentragdo
maxima de antibidtico indicada.

Em todos os testes de expressédo feitos ndo foi observada, em gel SDS, nenhuma banda
de expressao que pudesse indicar a presenca das enzimas-alvo. A Unica banca mais intensa foi
observada na fracdo lisada da col6nia 5 (figura 14c, item 7), mas aparentemente essa banda
também aparece com menor intensidade nas col6nias controle. Ademais, as bandas um pouco
mais intensas do que a média sdo observadas tanto no padrdo de bandas gerado pelas colonias
positivas como no padréo das colbnias controle.

Um fator que dificultou a analise foi a imprecisdo do peso molecular das enzimas. O
calculo de peso molecular a partir das sequéncias de aminoacidos definiu a Egl com 41,06
kDa e a Eg2 com 35,27 kDa, porém a glicosilacdo feita por P. pastoris pode aumentar de 2 a
mais de 60 kDa o peso molecular da proteina’®. Ou seja, qualquer banda acima do peso
molecular calculado poderia representar a enzima desejada.

De acordo com protocolo da Invitrogen a temperatura de crescimento e inducéo é um
fator critico para a expressdo heterologa. Indica-se a manutencdo da temperatura a 30 °C, que
ndo deve ser ultrapassada. Em shakers que ndo possuem bom controle de temperatura é
aconselhado fixar o termostato em 28 °C, evitando assim que possiveis variacdes nao
interfiram com a expressdo. Além disso, varios artigos citam uma melhora consideravel na

expressdo utilizando diferentes temperaturas'***%,

Por isso varias temperaturas de
crescimento e inducdo foram testadas. Mas, como pdde ser observado, a variacdo da
temperatura ndo surtiu efeito na expressdo das enzimas.

Ap0s todas as tentativas descritas para expressdo utilizando o vetor pPIC9K, foi feita a
insercdo dos genes em plasmideo pPZa e a transformacdo de células de P. pastoris X-33.
Todos 0s experimentos com o vetor pPZa foram feitos no Laboratorio de Biologia Molecular
da Universidade de Brasilia sob a supervisdo do Professor Dr. Fernando Araripe Torres. A
mudanca tanto do vetor quanto da cepa da levedura se deu principalmente por causa da
experiéncia que o grupo possuia, além de gerar condigdes diferentes para a expressao.

A retirada dos genes do vetor pPIC9K e a insercdo dos mesmos no vetor pPZa
também foram feitas com facilidade e, em pouco tempo, ja tinhamos os vetores linearizados e
prontos para a transformacéo das células de P. pastoris.

Todos os experimentos de transformacdo fracassaram. As primeiras tentativas de
transformacdo foram feitas com células competentes previamente preparadas e ndo foi
observada nenhuma coldnia apds cinco dias de incubacdo. A partir de entdo, varias tentativas

foram feitas preparando-se as células competentes no mesmo dia da transformacao, sem surtir
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efeito. Em um ultimo experimento, ap6s serem transformadas, as células foram plaqueadas
em meios de cultura com diferentes concentragdes de antibiético, mas, mesmo na auséncia de
antibiotico, nenhuma coldnia foi observada. Esse resultado também foi observado fazendo-se
a transformacdo com vetores de outros alunos, cujos resultados eram positivos.

De acordo com o proprio Professor Dr. Fernando Araripe Torres, provavelmente os
estoques de células de P. pastoris estavam contaminados. Corroboram essa hipotese a
turbidez anormal (mais intensa) dos meios de cultura apés o indculo e o tempo de crescimento
duas ou trés vezes maior do que o normal para atingir a DOggo esperada.

Vaérias razbes podem explicar os resultados negativos obtidos na expressao das Egl e
Eg2 em P. pastoris e ndo necessariamente apenas uma delas responde pelo todo. Os genes de
Egl e Eg2 foram sequenciados para confirmar se ndo havia alguma mutacdo, mas os vetores
ndo. Uma Unica mutacdo em algumas regides especificas do vetor é suficiente para que a
transformacdo ou a expressdo ndo ocorram corretamente. O mecanismo de selecdo das
coldnias pode ter falhado por possivel perda de atividade do antibidtico ou por problemas com
os ingredientes dos meios de cultura. Contaminacgdes anteriores ou posteriores nas diferentes
etapas podem ter impedido a expressao.

Mesmo com 0s Varios possiveis motivos responsaveis pelos resultados negativos,
nenhum deles pareceu ser mais contundente. Por ter-se passado muito tempo e por ndo se
possuir uma resposta clara e direta sobre o que fazer para que a expressdao em P. pastoris
desse certo, decidiu-se tentar a expressdo das enzimas em E. coli paralelamente com estudos

de outras endoglucanases.

4.2.2 Expressdo em E. coli.

A expressdo das endoglucanases de T. reesei em E. coli passaram a ser uma opg¢ao
assim que os experimentos de expressdao em P. pastoris se mostraram ineficazes, a0 menos
nas condi¢Bes que eles foram feitos. Apesar das bactérias ndo terem a capacidade de fazer
modificagfes pds-traducionais, o estudo funcional e estrutural da Eg2 de T. reesei ndo
glicosilada seria de grande importancia, uma vez que ainda nao havia estrutura cristalografica

resolvida dessa proteina e poucos estudos haviam sido feitos com ela.
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A construgdo do gene de Eg2 inserida no vetor de expressao pET28a foi a mesma
utilizada para expressdo em P. pastoris. Essa constru¢do foi baseada em um artigo que
descreve sua expressdo em E. coli*™.

Diferentemente dos ensaios com a P. pastoris, 0s testes de expressdo feitos mostram
claramente que a proteina foi expressa em todas as linhagens de células testadas, mas em
nenhuma ela foi obtida na fragdo solUvel. Vérias condi¢cGes foram testadas variando-se
temperatura, tempo de crescimento, tempo de indugdo, meio de cultura, método de lise e
tampdo de ressuspensdo, mas, mesmo seguindo rigorosamente as condicdes descritas no
artigo que relata sua expressdo, ndo foi possivel obté-la na fragdo soltvel.

Ao mesmo tempo em que esses resultados foram obtidos, a estrutura do dominio
catalitico da endoglucanase Il de T. reesei foi publicada'®. Baseando-se neste artigo e
considerando-se que o protocolo utilizado para a expressdo da proteina foi o0 mesmo testado
neste trabalho, chega-se a conclusdo de que, provavelmente, a construcdo do gene foi critica
para sua expressao na forma sollvel. Na construgdo descrita pelo artigo, o dominio catalitico
foi acrescido, na sua regido amino-terminal, de sete residuos de aminoacidos. Porém, ao inves
de utilizar os aminoacidos da sequéncia nativa (STPPTSS), foi utilizada a sequéncia:
“MGGSGSG”. A alteracdao na solubilidade de proteinas pela adigdo ou remogdo de poucos
aminoécidos ja foi reportada em varios outros trabalhos?" 2.

Apesar da provavel resposta para o problema da solubilidade da Eg2 ter sido
encontrada, sua estrutura e suas caracteristicas enziméticas foram publicadas*?®*%°. Desta
forma, decidiu-se por encerrar seu estudo e dedicar-se a outras endoglucanases que se

tornavam promissoras.
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5 ENDOGLUCANASES DA FAMILIA GH5 E BETA-GLICOSIDASES DA FAMILIA
GH1

5.1 RESULTADOS

5.1.1 Expressao.

A primeira rodada de teste de expressdo foi feita com as trés construgcdes da enzima
H6 e a protease TEV. O protocolo descrito se apresentou satisfatorio ja que todas foram
expressas na forma soltvel. Apos a lise das bactérias, foi feita centrifugacéo e a fracdo soltvel
foi analisada em gel SDS. As bandas apresentadas ndo deixam duvida sobre presenca das

enzimas na fracdo soltvel (figura 26).

Figura 26 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo das enzimas Héa (75 kDa), H6b (63 kDa), H6¢c (53
kDa) e TEV. Foram testadas duas col6nias de cada enzima, com a excecdo da TEV (33 kDa). Foi
aplicada nos geis a fracdo soltvel de cada lise.

Da mesma forma, uma segunda rodada de testes de expressao foi feita com as enzimas
A9, B5, B9, C6, C9, D5, E5, F5 e F6. Mais uma vez o protocolo usado foi satisfatério ja que
seis das nove enzimas foram expressas na forma sollvel. Apesar das bandas serem menos
intensas, com excecdo da F5, a expressdo € evidente. As enzimas B5, E5 e F6 ndo

apresentaram banda de expressao distinta (figura 27a).
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A terceira rodada de testes, feita com as enzimas F7, F9, F12, G5, G9 e H5, apresentou
apenas as enzimas G5 e H5 na forma sollvel. As demais ndo possuem uma evidente banda no
gel (figura 27Db).

-l .
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Figura 27 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo das enzimas: A) A9 (69 kDa), B5 (57 kDa), B9 (69
kDa), C6 (71 kDa), C9 (70 kDa), D5 (68 kDa), E5 (69 kDa), F5 (68 kDa) e F6 (68 kDa); B) F7 (60
kDa), F9 (72 kDa), F12 (76 kDa), G5 (70 kDa), G9 (71 kDa) e H5 (71 kDa). Foi aplicada nos geis a
fracdo sollvel de cada lise.

Na quarta rodada, foi utilizado o mesmo protocolo das rodadas anteriores para as
enzimas E12, F1 e F4. Ao mesmo tempo, foi feito teste de expressdo com indugdo a 20 °C
com as enzimas B5, E5, F6, F7, F9, F12 e G9. A partir deste momento, as fragdes precipitadas
também foram analisadas para comprovar a expressdo das enzimas.

Com a reducédo da temperatura, as enzimas B5, E5, F6, F7, F12 e G9 tornaram-se
soluveis (figura 28a) enquanto as enzimas testadas pela primeira vez apareceram na forma
precipitada (figura 28b). A enzima F9 ndo apareceu em nenhum dos géis, indicando que ela
ndo foi expressa.

; 5 & 3 - ,
B5 E5E12F1 F4 E6 E7 F9 F12G9 HS5 B5 ESE12F1 F4 F6 F7 F9 F12 G9 HS

: B Soluvel = o - Precipitado

Figura 28 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo das enzimas B5 (57 kDa), E5 (69 kDa), E12 (56 kDa),
F1 (62 kDa), F4 (53 kDa), F6 (68 kDa), F7 (60 kDa), F9 (72 kDa), F12 (76 kDa), G9 (71 kDa) e H5
(71 kDa). Foram aplicadas nos géis as fragdes: A) Sollvel; B) Precipitado.
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A quinta rodada de teste de expressdo foi feita com crescimento das bactérias e
inducdo da expressdo a 20 °C. Este teste foi feito com as enzimas F1, F4 e com F9 provinda
de nova transformacdo. A enzima F4 se apresentou solvel, a F1 mostrou-se no precipitado e

a enzima F9 ndo apresentou banda de expresséo (figura 29).

Figura 29 - Eletroforese em gel SDS do teste de expressdo das enzimas F1 (62 kDa), F4 (53 kDa) e F9 (72 kDa).
As letras S e P representam, respectivamente, as fragdes sollveis e precipitadas de cada cultura.

O protocolo de expressdo em maior escala foi feito de acordo com o teste de expressao
em que cada enzima foi encontrada na fracdo sollvel. Desta forma, todas elas, com a exce¢ao
de F1 e F9, foram expressas em litros de meio de cultura. O rendimento de cada uma estava
de acordo com o tamanho das bandas de expressdo apresentadas nos testes. Enzimas como H6
e suas construcdes, G5 e F5 rendiam por volta de 60 mg de proteina por litro de meio de

cultura. As demais tinham rendimento variavel entre 5 e 15 mg/L.

5.1.2 Purificacao.

O método de purificagdo por afinidade se mostrou muito eficiente com as enzimas
estudadas. Na maioria dos casos, ela foi suficiente para obtencdo das enzimas com alto grau
de pureza.

Todas as etapas da purificacdo foram analisadas em gel SDS juntamente com as etapas
de clivagem da cauda de histidinas e tioredoxina (figuras 30 e 31). Observando-se a coluna 5
de cada gel, percebe-se que a composicdo e o volume do tampéo de lavagem utilizado foram
suficientes para a eliminagdo dos contaminantes. Em alguns casos, a expressdo da enzima-
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alvo foi tdo grande que a resina foi saturada e, mesmo na Gltima lavagem, ainda é possivel
observar uma pequena quantidade da enzima sendo eliminada da coluna.

A coluna 6 de cada gel, mostradas nas figuras 30 e 31, representa a fracdo em que as
proteinas foram eluidas da resina de purificacdo; a coluna 8 mostra a fracdo em que as
enzimas estéo clivadas e separadas de suas caudas. Quando era verificado que a clivagem da
cauda ndo tinha sido total, nova quantidade da protease TEV era aplicada, deixava-se incubar

por mais vinte quatro horas e a passagem pela resina era feita novamente.
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Figura 30 - Eletroforese em gel SDS da purificagdo por afinidade e clivagem da cauda de histidinas e
tiorredoxina das enzima H6a, H6b, H6c, A9, B9, D5, E5 e H5. Os nimeros indicados representam:
1) Fragdo precipitada; 2) Fragdo Sollvel; 3) Fragdo ndo aderida a resina; 4) Primeira lavagem; 5)

Ultima lavagem; 6) Eluicdo com 200 mM de imidazol; 7) Clivagem com TEV; 8) Segunda
passagem pela coluna; 9) Resina ap0s eluicéo.
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Figura 31 - Eletroforese em gel SDS da purificacdo por afinidade e clivagem da cauda de histidinas e
tiorredoxina das enzima B5, F6, F12, F7, F4, F5, G5, C6 e C9. Os nimeros indicados representam:
1) Fracdo precipitada; 2) Fracdo Solavel; 3) Fracdo ndo aderida a resina; 4) Primeira lavagem; 5)
Ultima lavagem; 6) Eluicdo com 200 mM de imidazol; 7) Clivagem com TEV; 8) Segunda
passagem pela coluna; 9) Resina apds elui¢éo.

As enzimas B5 e F12, apds a purificacdo por afinidade, apresentaram uma quantidade
significativa de contaminantes e foram submetidas a purificacdo por exclusdo de tamanho.

FracOes de 0,5 mL foram coletadas e os picos do cromatograma foram analisados em gel
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SDS. Na figura 32, as setas vermelhas indicam as fracGes mais puras e que foram utilizadas

para 0s experimentos subsequentes.
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Figura 32 - Eletroforese em gel SDS da purificacdo por exclusdo das enzima B5 e F12. As setas vermelhas
indicam as fracfes que foram utilizadas para concentragdo e ensaio de cristalizacdo. As fracdes
foram aplicadas no gel de acordo com o tempo de passagem pela coluna.

5.1.3 Atividade enzimatica da enzima H6 e suas construcdes.

As enzimas H6a, H6b e H6c foram submetidas a diferentes testes enzimaticos com o
intuito de estabelecer suas condi¢des 6timas de atividade e seu grau de especificidade. Por ser
descrita como endoglucanase, a carboximetilcelulose foi selecionada como substrato para os
primeiros testes de atividade.

A figura 33 exibe a atividade especifica da enzima H6a em diferentes temperaturas. A
temperatura 6tima de atividade foi determinada em 55 °C, onde a enzima possui atividade de
11,4 U/mg. Apesar de a temperatura 6tima de atividade ser 55 °C, a enzima apresenta uma

grande estabilidade térmica, pois ainda possui 50 % da atividade a 80 °C e 16 % a 90 °C.
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Figura 33 - Teste enzimatico da enzima H6a em diferentes temperaturas.

Fixando-se a temperatura em 55 °C, foi calculada a atividade da H6a em diferentes
pHs (figura 34). O pH 6timo para a atividade da enzima foi determinado em 4,0. De acordo
com o gréfico, a atividade cai bruscamente com a reducao do pH a partir do 6timo. Em pH 3,5
a atividade é de 19 % da maxima, perdendo totalmente a atividade em pH 3,0. Com valores
maiores de pH, a atividade cai lentamente chegando a 50 % da atividade em pH 5,5 e 19 %
em pH 7,0.

% da atividade maxima

Figura 34 - Teste enzimético da enzima H6a em diferentes pHs.

Uma vez definidas as condic¢Ges 6timas de atividade, foi feito teste de especificidade,
onde diferentes substratos foram submetidos a clivagem pela enzima H6a nas condicdes

Otimas. A figura 35 apresenta o grafico das atividades obtidas com os diferentes substratos. A
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enzima H6a apresentou maior atividade para beta-glicano, chegando a 34,2 U/mg. Mesmo
com a preferéncia por beta-glicano, a enzima possui boa atividade para outros substratos,
como lichenano, xiloglucano e CMC. Os demais substratos testados ndo foram clivados pela

enzima.
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Figura 35 - Atividade relativa da enzima H6a frente a diferentes substratos.

Todos os testes enzimaticos feitos com a enzima H6a também foram feitos com as
outras construcdes, H6b e H6c. Porém, ambas ndo apresentaram atividade alguma. Todos os

testes foram feitos com as enzimas recém-produzidas e purificadas.

5.1.4 Teste de termoestabilidade.

Todas as enzimas purificadas tiveram sua termoestabilidade medida em diferentes
tampdBes com intuito de definir qual era a condigdo mais favoravel para a cristalizacdo. Apos a
diluicdo até concentracdo adequada (em torno de 1,5 mg/mL), foram feitos experimentos
utilizando diferentes tampdes e pHs. Os tampdes utilizados, bem como os Tm calculados,

estdo descritos na tabela 4.



94

O tampéo de eluicdo utilizado na purificacdo das enzimas era o Tris pH 7,5. Nas
condi¢des em que o Tm excedia pelo menos 5 °C o Tm do tampdo de eluigéo, a enzima era
dialisada para o novo tampao e utilizada nos experimentos de cristalizacdo. Nos demais casos,
o tampdo Tris pH 7,5 era mantido.

Por exemplo, a enzima A9 possui Tm de 45 °C em tampé&o Tris pH 7,5 e Tm de 60 °C
em tampdo de &cido citrico pH 5,0. Pelo aumento do Tm e, portanto, da estabilidade, o acido
citrico foi escolhido como tampéo. Ja no caso das enzimas H6a e H6b, como o tampéo que
gerou maior Tm era o proprio Tris pH 7,5 ou a diferenca era menor do que 5 °C, o tampao de

eluigéo foi mantido.

Tabela 4 - Determinacéo dos valores de Tm (em °C) de cada enzima testada nos diferentes tampdes e pHs. Os
maiores valores encontrados estdo destacados em vermelho. Os valores designados com um X
representam que a determinagdo do Tm ndo foi possivel.

Tampéo pH A9 B5 B9 D5 E5 F4 F5 F6 F7 F12 G5 H5 H6a H6b Hé6c

Acido citrico 50 60 57 62 43 67 53 61 49 49 43 48 55 71 60 51
Citratodesodio 55 59 48 63 49 66 X 46 54 51 46 X 58 X 48 X
MES 58 49 55 62 46 62 54 62 51 49 44 X 50 70 61 52

Fosf. de potassio 6,0 55 52 62 52 66 53 63 5 52 45 X 59 70 60 53
Citratodesédio 6,0 55 53 61 52 63 55 63 58 51 47 X 60 70 62 55

MES 60 56 57 62 49 69 53 61 52 51 43 47 52 70 61 52
MES 62 56 57 62 51 68 43 48 53 52 43 43 53 66 57 41
MES 65 55 57 61 53 54 53 60 54 49 43 49 54 62 52 54

Fosf. de s6dio 66 50 55 59 54 63 54 62 55 50 45 52 60 70 61 53
Fosf. de sodio 70 48 57 58 55 69 46 58 56 46 45 39 61 69 59 45
Fosf. de potdssio 7,0 49 53 59 55 63 55 63 56 48 45 50 60 70 61 54
Hepes 70 48 50 58 54 66 51 63 55 49 44 X 5 71 59 51
Acet.deaménio 73 53 66 61 53 68 36 51 54 51 44 X 56 61 56 40
Fosf. de sodio 75 44 54 55 54 63 54 63 55 47 44 X 60 69 61 53

Tris 75 45 57 57 54 63 54 63 54 48 43 52 57 69 62 50
Imidazol 80 43 48 55 54 60 54 62 53 47 40 50 53 66 58 54
Hepes 80 42 55 56 54 63 54 63 53 45 44 53 56 69 62 52
Tris 80 41 54 5 54 62 53 61 53 46 43 51 57 70 60 52
Tricina 80 43 52 57 55 63 55 63 54 44 44 49 56 70 61 55
Bicina 80 42 53 56 55 62 55 63 54 43 43 52 5 70 61 55
Bicina 85 37 53 53 54 64 50 62 53 33 4 X 55 67 61 49
Tris 85 38 47 54 54 57 30 29 53 44 43 46 56 45 48 X
Bicina 90 33 59 49 52 65 52 63 53 X 43 50 54 66 62 37

Agua 49 54 59 54 62 54 63 54 51 43 50 55 71 61 48
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A enzima que apresentou maior Tm foi a H6a (71 °C). Curiosamente, suas construcoes
apresentaram Tm consideravelmente menor. Retirando-se o modulo 2 na posigéo
carboxiterminal (H6b), o Tm foi reduzido em aproximadamente 10 °C. Retirando-se os dois
modulos acessorios (H6c¢), a reducdo aproximada foi de 20 °C. Apesar da funcdo dos mddulos
ainda ndo ser comprovada, 0 experimento mostra a importancia dos mesmos no aumento da
estabilidade da enzima.

As enzimas C6 e C9, por terem sido as Ultimas a serem expressas e ndo haver mais

tempo, ndo foram submetidas aos experimentos de termoestabilidade.

5.1.5 Cristalizacdo e modelo estrutural da enzima H6.

Logo no primeiro ensaio de cristalizacéo feito no IFSC com o robd Honey Bee, foram
obtidos cristais da enzima H6a. Em trés dias, cristais pontiagudos em forma de lanca (figuras
36B e 36D) ja estavam totalmente formados em quatro condicdes diferentes: 1. 20 % de PEG
4000, 20 % de propanol e 0,1 M de citrato de sédio, pH 5,6; 2. 0,2 M de sulfato de aménio, 30
% de PEG MME 5000 e 0,1 M de MES, pH 6,5; 3. 0,2 M de acetato de amonio, 30 % de PEG
4000 e 0,1 M de citrato de sodio, pH 5,6; 4. 0,2 M de sulfato de amonio, 30 % de PEG 8000 e
0,1 M de cacodilato de sodio, pH 6,5. Porém, em testes de difracdo eles ndo alcancaram boa
resolucdo e apresentaram reflexdes alongadas.

A partir das condicdes iniciais encontradas foram feitos refinamentos, tanto no IFSC
quanto no ESRF, onde varios cristais foram obtidos e varios conjuntos de dados foram
coletados. Diferentes formatos de cristais foram obtidos levando de 3 dias a 2 meses para
crescer (figura 36). A diferenca no tempo de crescimento se dava mesmo entre cristais com
mesmo formato e mesmo grupo espacial determinado.

O tipo cristalino da figura 36E foi 0 Unico que ndo teve seus dados coletados por ter

baixo poder de difracéo.
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Figura 36 - Fotos dos diferentes formatos de cristais da enzima H6a. Note no item D a presenca de duas formas
cristalinas na mesma gota. As condic@es de cristalizacdo de cada item foram: A) 25 % de PEG 3350,
0,2 M de cloreto de sddio e 0,1 M de Tris, pH 8,5; B) 25 % de PEG 3350, 0,2 M de sulfato de
amonio e 0,1 M de Hepes, pH 7,5; C) 25 % de PEG 3350 e 0,1 M de Tris, pH 8,5; D) 22,5 % de
PEG 4000, 14 % de isopropanol e 0,1 M de citrato de sodio, pH 6,0; E) 25 % de PEG 4000, 18 % de
isopropanol e 0,1 M de citrato de sodio, pH 6,0.

Todos os conjuntos de dados coletados foram processados € 0s que obtiveram
melhores estatisticas e resolucdo foram refinados. As estatisticas de coleta de dados e
refinamento estdo resumidas na tabela 5. Os conjuntos de dados foram nomeados de A a D de
acordo com os itens da figura 36, onde estdo representadas as fotos de seus respectivos
cristais. O conjunto de dados D foi coletado do cristal mais fino e alongado localizado na
parte inferior da figura 36D. O conjunto de dados E foi coletado de um cristal similar ao do
conjunto D, que foi submetido ao experimento de soaking com o substrato celopentaose por
24 horas.

Os modelos gerados a partir dos conjuntos de dados foram validados pelos programas

Procheck™ e Molprobity*®

, € apresentaram boas estatisticas. Algumas delas estdo resumidas
na tabela 5.

O conjunto A, por possuir resolucdo atbmica, levou mais tempo para o refinamento.
Como sua estrutura foi resolvida ha pouco tempo, a estrutura reportada aqui ¢ o melhor
modelo construido até entdo. Apesar de ainda ndo estar pronto, ja possui boas estatisticas e

sera usado apenas para discussGes em que seus dados ndo deixem davidas.
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Tabela 5 - Estatisticas dos dados cristalograficos da enzima H6a coletados em quatro grupos espaciais diferentes

na forma apo (conjuntos de A a D) e complexada com o substrato celopentaose (conjunto E).

Conjunto de dados A B C D E
Estatisticas de coleta
Sincrotron  Sincrotron  Sincrotron  Sincrotron  Sincrotron
Fonte ESRF ESRF LNLS ESRF ESRF
Comprimento de onda (A) 0,97 0,97 1,46 0,97 0,97
Resolucio (A) 44,30-1,10 44,40-2,30 46,12-1,75 43,90-1,70 57,10-1,75
(1,11-1,10) (2,34-2,30) (1,76-1,75) (1,72-1,70) (1,76-1,75)

Grupo espacial P2:2:2, 14,22 P2, P4;2,2 P4;2,2
Cela unitaria

a(A) 90,44 92,27 62,10 90,70 91,00

b (A) 91,31 92,27 154,00 90,70 91,00

c(R) 122,77 326,85 64,60 120,20 124,30

a, B,y () 90,90,90 90,90,90 90,117,90 90,90,90 90, 90, 90
N° de reflexdes Unicas 385868 31946 107468 53165 53268
Multiplicidade 4,4 (3,3) 6,4(63)  3,6(3,4) 2,6 (2,7) 5,5 (5,5)
CC1/2 0,99 (0,65) 0,96 (0,65) 0,99(0,62) 0,99 (0,66) 0,99 (0,65)
Completeza (%) 98,2 (94,6) 99,8(99,8) 99,0(99,00 959(959) 99,6 (99,6)
<I>/<o(I)> 140(1,9  48(L7)  109(18 85(21)  103(1,9)
Rpim’ 0,03 (0,39) 0,10(0,41) 0,06 (0,46) 0,05(0,37) 0,05 (0,38)
Estatisticas de refinamento
Rwork® (%) 15,4 18,8 15,3 16,4 17,9
Rfree® (%) 16,6 235 18,8 19,4 20,8
B-fator médio (A?)

Proteina 15,1 39,3 15,2 22,0 21,7

Solvente 29,3 47,2 27,0 34,8 36,3

Ligante X X X X 29,8
Rmsd comprimento de ligacao (A) 0,005 0,007 0,014 0,007 0,005
Rmsd angulos de ligagéo (°) 1,12 1,06 1,43 1,09 0,99
Ramachandran outliers (%) 0,1 0 0,2 0,2 0

* Rpim = D \/(l/(n-l))Z}j‘:1 (M= <Tne>) / X 2 (Liag) , Onde g € 0 valor da intensidade para uma Unica
reflexdo dentro de um conjunto de reflexdes simetricamente relacionadas, e <ln> é a média das intensidades
para um conjunto j de reflex6es simetricamente relacionadas. b Ruork OU Rfree = Dt [Fobs = Fearel / 2ni [Fobs|, Onde
Fobs € Feac CcOrrespondem aos fatores de estrutura observados e calculados, respectivamente. Para o calculo do
Riree, foram utilizadas somente 5 % das reflexdes omitidas do refinamento. Os valores em parénteses se referem a
camada mais externa das faixas de resolugéo.

A primeira estrutura resolvida foi a partir do conjunto de dados C. Apo6s o
processamento, reducdo e escalonamento dos dados, as fases foram determinadas por

substituicdo molecular a partir da estrutura de uma endoglucanase de Clostridium
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cellulovorans (36 % de identidade), cujo codigo PDB é 3NDY (ndo publicada). O resultado
final apresentou um Z score (funcdo de translacdo) de 15,1 e LLG de 150. Apesar da baixa
identidade, o dominio catalitico possui um enovelamento muito parecido, tornando viavel a
utilizacdo da substituicdo molecular. O baixo valor de LLG se deve principalmente a auséncia
dos modulos acessorios no modelo inicial.

As demais estruturas tiveram suas fases determinadas também por substituicdo

molecular, utilizando-se a estrutura H6a_C como modelo.

5.1.5.1 Modelo cristalogréfico.

Embora a proteina H6 tenha cristalizado em diferentes grupos espaciais, 0os modelos
gerados em cada conjunto de dados sdo praticamente idénticos. A Unica diferenca mais
notavel esta em uma pequena alca formada pelos residuos G183, G184 e K185, chegando a
um RMSD de 3 A em relagdo aos carbonos alfa. Essa alca esta exposta ao solvente e esta
localizada no dominio catalitico no lado oposto ao sitio de interacdo com o substrato.

Praticamente em todos os modelos, a alca compreendida entre os residuos L399 e
G403 estéa ausente por ndo possuir densidade eletrdnica bem definida. Apenas na cadeia A do
modelo H6_C essa regido foi completamente modelada. Os primeiros residuos de cada
modelo também estdo ausentes por estarem desordenados; todos comegam a ser modelados a
partir do residuo 118, com a excecdo do modelo H6_D, que comeca com o residuo 119.

Os modelos H6 B, H6 D e H6 E possuem apenas uma molécula na unidade
assimétrica, enquanto os modelos H6_A e H6_C possuem duas. Nos dois Gltimos casos, as
moléculas que compdem a unidade assimétrica ndo apresentam diferencas significativas.

De forma geral, a estrutura tridimensional da enzima H6 é formada por trés dominios
distintos (figuras 37, 39 e 41): um dominio catalitico, compreendido entre os residuos 1 e 331,
e dois outros dominios acessorios menores, sendo o primeiro (médulo 1) delimitado pelos
residuos 332 e 429, e o segundo (mddulo 2) pelos residuos 430 e 533. Os diferentes dominios
estdo muito proximos uns dos outros, estando conectados por apenas alguns aminoacidos.

O modulo 1, além de estar ligado covalentemente ao dominio catalitico, possui contato
com o mesmo através de interacdo hidrofobica e algumas ligagdes de hidrogénio entre suas

fitas B1 e B8 (porcao inicial) e as hélices a7 e a8 do dominio catalitico.
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A relagdo entre os modulos 1 e 2 se da basicamente por estarem ligados
covalentemente e por uma pequena area formada pela fitas B2 e B8 (porgédo final) do modulo 1
juntamente com duas al¢as do médulo 2, localizados entre as fitas B3 e p4 e entre as fitas 7 e
B8.

Apesar de o dominio catalitico estar separado sequencialmente do moédulo 2 por 98
aminoacidos (relativos ao médulo 1), eles interagem entre si em uma regido relativamente
préxima ao sitio de interacdo com o substrato. Essa interacdo se da principalmente entre a al¢a
que conecta os elementos 36 ¢ a6 do dominio catalitico com a al¢a que conecta os elementos
B4 e B5 do modulo 2.

Até entdo, esse encaixe entre dominios foi observado apenas uma vez em uma
estrutura de sialidase de Micromonospora viridifaciens, depositada no PDB com o cddigo
1EUT™?  Apesar do encaixe entre os dominios ser parecido, as estruturas ndo apresentam

nenhum modulo acessério em comum.
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Moédulo 1

o i Moédulo 2
Dominio catalitico

Figura 37 - Modelo cristalografico da enzima H6. O dominio catalitico est4 representado pela cor de laranja, o
mddulo 1 esta magenta e 0 mdédulo 2 esté verde.

Além dessa interacdo pouco conhecida entre os dominios em celulases, a interagcdo
entre o dominio catalitico e 0 médulo 2 possui uma caracteristica peculiar. Trés residuos de
triptofano (W225, W231 e W232), localizados na al¢a que conecta os elementos B6 e a6 do
dominio catalitico, estdo dispostos de forma alinhada com outros dois triptofanos (W479 e
W481) localizados na alga que conecta os elementos B4 e 35, do modulo 2 (figura 38).

O primeiro triptofano dessa sequéncia esta préximo do sitio ativo e, a partir da
sobreposicdo dessa estrutura com uma celulase da familia GH5 (CelX) complexada com
celotetraose (codigo PDB 4HUO, ainda ndo publicada), percebe-se que esse residuo poderia
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atuar na estabilizacdo de substratos na posi¢do +2 do sitio ativo. A glicose que esta localizada
no subsitio +2 é estabilizada por um triptofano da CelX, cuja cadeia lateral se posiciona
paralelamente & molécula de glicose a 4,4 A de distancia. O residuo W225 da H6 possui
mesma orientacdo com distancia equivalente (4,7 A), porém, do lado oposto do carboidrato.
Pela proximidade e pelo alinhamento dos outros quatro triptofanos, é possivel que eles
sejam responsaveis pela interacdo com carboidratos, fazendo com que aumente a afinidade da
enzima por substratos de cadeias longas™*. Desta forma, estariam presentes os subsitios +3,
+4 e, talvez, até +5 e +6. A sobreposicio entre H6 e CelX apresenta um RMSD de 1,635 A e

os residuos catalitico estdo na mesma posicéo.

Figura 38 - Sobreposi¢do do modelo cristalogréafico de H6 (dominio catalitico na cor de laranja e modulo 2 na
cor verde) com a sialidase de Micromonospora viridifaciens (cor azul, PDB: 4HUQ). Em amarelo
esta representada uma celotetraose ligada a sialidase, ocupando do subsitio -2 ao +2.

5.1.5.2 Dominio catalitico.

O dominio catalitico da enzima H6 é classificado como integrante da familia GH5 e,
como todos os membros dessa familia, possui um enovelamento tipo barril (a/B)s. Essa

estrutura é formada por oito fitas-p internas alinhadas com oito a-hélices externas. As fitas-p
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e as a-hélices estdo conectadas sequencialmente e de forma intercalada através de algas e
outros pequenos segmentos a-hélices como mostrado na figura 39.

Além do enovelamento, os residuos cataliticos também sdo conservados em toda a
familia GH5. Dois glutamatos estdo localizados na porcéo carboxiterminal das fitas- B, sendo
que o residuo E159 esta posicionado na al¢a entre a fita 4 e hélice a4 e o residuo E268 estd

na alca entre a fita B7 e hélice a7.

Figura 39 - Modelo cristalografico do dominio catalitico da enzima H6, constituido de 8 fitas B e oito a-hélices.
Os residuos cataliticos E159 e E268 estdo evidenciados no centro da figura.

5.1.5.3 Sitio catalitico.

Como ja dito anteriormente, a estrutura cristalografica H6a_E proveio de um soaking
de um cristal de H6 com o substrato celopentaose. Porém, a densidade eletronica experimental
mostra claramente no sitio ativo uma celotetraose, cujo carbono anomérico da extremidade
redutora esta a apenas 2,9 A do oxigénio OE2 (grupo carboxila) do residuo catalitico E159 e a
3,2 A do oxigénio OE1 do residuo catalitico E268 (figura 40A). Além da densidade eletrbnica
bem definida, o carboidrato esta delimitado em uma das pontas pelos residuos cataliticos e
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pela outra ponta pela cadeia lateral do residuo R234 da molécula simétrica. Portanto, a
celopentaose provavelmente foi clivada durante o periodo de 24 horas de soaking.

A celotetraose presente na estrutura ocupa os subsitios -3, -2 e -1 e esta estabilizada
por ligacBes de hidrogénio com os residuos N36, H113, H114, N158, W301 e N303 e por
uma interacdo CH-n*****1% com o residuo WA47 (figura 40B). Infelizmente, ndo h4 indicio
algum da presenca da glucose resultante da clivagem da celopentaose. Possivelmente esta
glicose ocupou o subsitio +1, como mostrado na estrura 4HUO da figura 38, antes de ser

clivado.

Figura 40 - Celotetraose ligada a enzima H6. A) Modelo da celotetraose e dos residuos cataliticos ajustados na
densidade eletrnica (1o) obtida pelos dados experimentais. Trés das quatro glicoses ocupam 0s
subsitios -1, -2 e -3. Observe a continuidade da densidade eletrdnica entre a celotetraose e o residuo
E159. B) Estabilizacdo do substrato no sitio ativo pelos residuos indicados. As linhas tracejadas
representam ligagdes de hidrogénio.
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5.1.5.4 Mddulos acessorios.

A enzima H6 possui dois mddulos acessorios ao dominio catalitico. O primeiro
(médulo 1), situado entre o dominio catalitico e 0 médulo 2, é classificado como CBM X2*3¢
tanto pelo BLAST™ quanto pelo PFAM'® através da analise de sua sequéncia de
aminoacidos. J& o modulo 2, situado na porcdo carboxiterminal, ndo possui classificacdo
atraves da analise de sua sequéncia.

Os dois mddulos possuem tamanhos equivalentes (93 e 103 aminoacidos) e suas
estruturas tercidrias sdo muito parecidas (figura 41). Ambos possuem um enovelamento
sanduiche-p composto de duas folhas-B, com quatro fitas antiparalelas de um lado e trés do
outro e uma pequena o-hélice entre as fitas B5 e p6. Os moédulos possuem um RMSD de 3,1 A
onde a diferenca se d& basicamente pelas alcas que conectam os elementos de estrutura
secundéria.

Curiosamente, os dominios possuem uma identidade sequencial de apenas 17 % em
relacdo aos aminoacidos, apesar de possuirem o mesmo enovelamento. Outro fato curioso é a
auséncia de triptofanos no modulo 1, pois tais residuos geralmente estdo presentes em
médulos responsaveis por interacdo com carboidratos™*®. O médulo 2 possui 3 triptofanos,
sendo que dois deles estdo alinhados com outros triptofanos do dominio catalitico como
descrito acima (no item 3.5).

O mddulo 1 também se destaca por ser a regido com maior mobilidade da molécula.
No caso da estrutura H6a_E, ele possui um B-fator médio de 32,8 A? comparado a 22,7 A% do
médulo 2 e 20,0 A? do dominio catalitico. Nas outras estruturas de H6a, a relacéo entre os B-

fatores médios dos dominios se mantém apesar dos valores absolutos serem diferentes.
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Figura 41 - Modelo cristalografico dos médulos 1 (em magenta) e 2 (em verde) da enzima H6. Os mddulos
foram superpostos e sdo constituidos de 7 fitas f e uma pequena a-hélice.

5.1.6 Cristalizagdo das truncagens da enzima H6

Além da enzima na sua forma completa (H6a), foram geradas duas outras construcoes
da enzima H6. Na primeira, foi retirado o médulo 2 (H6b) e na segunda, retirou-se tanto o
maodulo 1 quanto o 2, deixando-se somente o dominio catalitico (H6c).

Nos testes iniciais de cristalizacao, tanto a enzima H6b quanto H6c foram cristalizadas
em apenas alguns dias, em algumas condic¢des que variavam em torno de: 4 % de PEG 8000 e
0,1 M de Tris pH 8,5; e 5 % de PEG 6000 e 0,1 M de Hepes 7,0. Essas condi¢des foram
refinadas e os cristais testados (figura 42).
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Figura 42 - Fotos dos cristais de H6b e H6c. A) H6b, condicdo: 5 % de PEG 6000 e 0,1 M de Tris, pH 8,5; B)
H6b, condicdo: 4 % de PEG 8000 e 0,1 M de Hepes, pH 7,0; C) H6c, condicdo: 5 % de PEG 6000 e
0,1 M de Tris, pH 8,5.

No experimento de difracdo de raios-X ficou comprovado que o0s cristais eram
realmente de proteinas. Apesar de serem observadas poucas reflexfes e na regido de baixa
resolucdo, a distancia entre elas indica uma cela unitaria grande demais para ser um cristal de
sal (figura 43). A resolucdo alcancada pela difracdo dos cristais ndo foi suficiente para que
conjuntos de dados fossem coletados.
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A) e B) | s

Figura 43 - Padrdes de difracdo das proteinas: A) H6b, condicdo: 5 % de PEG 6000 e 0,1 M de Tris, pH 8,5; B)
H6c, condigdo: 5 % de PEG 6000 e 0,1 M de Tris, pH 8,5.

5.1.7 Cristalizagdo e modelo estrutural das enzimas D5, F5 e G5

As trés beta-glicosidases de B. licheniformis foram cristalizadas ja nos primeiros
ensaios de cristalizacdo. Nas primeiras condi¢fes encontradas para cada enzima (tabela 6), os
cristais gerados ndo tinham bom poder de difragdo. Com o refinamento dessas condicdes,
novos cristais foram gerados e foram feitas coletas de dados das trés enzimas com resolucgdes
de2,3 A, 2,4 Ae1,9 A paraas enzimas D5, F5 e G5, respectivamente.

Tabela 6 - CondicGes de cristalizacdo das enzimas D5, F5 e G5. Estdo destacadas em negrito as condi¢cGes em
que foram obtidos os cristais com conjunto de dados coletados. As demais condigbes foram
encontradas inicialmente pelos ensaios em rob6 de cristalizagdo.

D5 0,2 M de sulfato de litio, 25 % de PEG 4000 e 0,1 M de Bis-tris pH 5,5

0,2 M de acetato de amdnio, 25 % de PEG 4000 e 0,1 M de Tris pH 8,5
0,1 M de sulfato de aménio, 15 % de PEG 4000 € 0,1 M de Tris pH 7,0
F5 20 % de PEG 3350 e 0,1 M de &cido mélico pH 7,0
20 % de PEG 3350 € 0,2 M de acetato de sodio pH 7,9
0,3 M de cloreto de sddio, 25 % de PEG 3350 e 0,1 M de hepes pH 7,0
G5 25 % de PEG 4000 e 0,1 M de Tris pH 8,5
20 % de PEG 4000 e 0,2 M de formato de sédio pH 7,2
0,2 M de acetato de sddio, 15 % de PEG 4000 ¢ 0,1 M de Tris pH 8,5




108

Apo6s o0 escalonamento e reducdo dos dados, as fases foram encontradas por
substituicdo molecular utilizando como modelo a beta-glicosidase de E. coli, cujo cédigo
PDB é 2XHY™*. Esse modelo foi selecionado por possuir maior grau de identidade com as
enzimas, variando em torno de 50 %.

Os modelos finais apresentaram boas estatisticas que, juntamente com dados das

coletas, estdo resumidas na tabela 7.



Tabela 7 - Estatisticas dos dados cristalograficos das enzimas D5, F5 e G5.
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Enzima D5 F5 G5
Estatisticas de coleta
Fonte Sincrotron  Sincrotron  Sincrotron
ESRF ESRF ESRF
Comprimento de onda (A) 0,97 0,97 0,97
Resolucio (A) 49,1-2,3 55,9-2,4 58,2-1,9
(2,32-2,30) (2,42-2,40) (1,91-1,90)
Grupo espacial P3;21 P4,2,2 P2,
Cela unitaria
a(A) 98,27 99,44 100,00
b (A) 98,27 99,44 71,36
c(A) 285,73 223,97 169,30
a, B,y 90,90, 120  90,90,90 90, 101, 90
N° de reflexdes unicas 72098 46056 118102
Multiplicidade 55(55) 16,1(156) 2,7(2,1)
CC1/2 0,99 (0,87) 0,99 (0,79) 0,99 (0,64)
Completeza (%) 100 (100)  99,9(99,8) 98,0 (97,7)
<I>/<o(l)> 10,6 (2,0)  25,9(1,6) 7,6 (1,4)
Rpim’ 0,06 (0,49) 0,02(0,47) 0,06 (0,48)
Estatisticas de refinamento
Rwork”® (%) 16,9 20,0 15,6
Rfree® (%) 20,9 23,9 18,8
B-fator médio (A?)
Proteina 335 56,3 36,6
Solvente 40,3 61,4 43,6
Rmsd comprimento de ligacéo (A) 0,007 0,006 0,007
Rmsd &ngulos de ligagdo (°) 1,05 0,91 1,03
Ramachandran outliers (%) 0,15 0,35 0

® Rpim = 2kl \/(1/(n—1))2}j‘:1 (Mt = <T>) / it 2 T raag), Onde I € 0 valor da intensidade para uma unica
reflexdo dentro de um conjunto de reflexdes simetricamente relacionadas, e <ln> é a média das intensidades
para um conjunto j de reflexes simetricamente relacionadas. ® Rork OU Riree = Skt |Fobs = Featel / Y [Fobs|s Onde
Fobs € Feac COrrespondem aos fatores de estrutura observados e calculados, respectivamente. Para o calculo do
Riree, foram utilizadas somente 5 % das reflexdes omitidas do refinamento. Os valores em parénteses se referem a

camada mais externa das faixas de resolugéo.

Os cristais das enzimas D5, F5 e G5 possuem respectivamente 3, 2 e 4 moléculas na

unidade assimétrica. Como todas pertencem a familia GH1, apresentam 0 mesmo

enovelamento tipo barril (a/p)s, caracteristico da familia (figura 44)“°. Os elementos de

estrutura secundaria que formam a base estrutural do barril, e que caracterizam a familia como
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pertencente ao cld GH-A, sdo oito fitas-f3 internas alinhadas com oito a-hélices externas. Essa
base estrutural e a numeracao dos elementos de estrutura secundéria sdo 0s mesmos descritos
no item 3.5.2 para a enzima H6 da familia GH5. A sobreposicdo das trés estruturas revela que
s&0 muito parecidas, possuindo um RMSD de apenas 0,959 A.

Diferentemente das enzimas da familia GH5, as conexfes entre os elementos de
estrutura secundéria que formam a base do barril sdo mais extensos, formadas por algas
maiores e por algumas pequenas fitas-B e a-hélices. Também, sdo essas conexdes que
constituem as principais diferengas entre as enzimas D5, F5 e G5. As al¢as localizadas no
lado oposto ao sitio ativo das enzimas sdo muito parecidas, mas a maioria das alcas
localizadas no mesmo lado é diferente entre si.

As alcas 1, 4, 6 e 8 (que conectam os elementos 1, B4, B6 e B8 aos al, a4, a6 ¢ a8,
respectivamente) formam a entrada do sitio ativo. A enzima D5 possui uma abertura
relativamente grande limitada de um lado pela alga 6 e pelo outro pelas algas 1 e 8, onde a
distancia entre as cadeias principais ¢ de pouco mais de 14 A (figura 44). Ja a enzima G5
possui uma abertura muito menor, pois a cadeia principal da alca 6 esta a apenas 5,5 A da alca
8eal0,4 Adaalca 4.

A enzima F5 ndo possui densidade eletrénica definida em parte das algas 4 (residuos
173-187), 6 (residuos 307-324) e 8 (residuos 442-446), portanto, ndo € possivel definir a
abertura do sitio ativo.
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Figura 44 - Modelos cristalograficos das enzimas D5 (em verde), F5 (em ciano) e G5 (em magenta). Abaixo esta
representada a sobreposicao das trés estruturas evidenciando a face em que se encontra o sitio ativo.
As linhas pontilhadas (com as cores relacionadas com cada estrutura) representam a distancia em
angstrons entre as alcas. No centro estd representado o inibidor gluco-hidroximolactam
(PDB:2J78)™ ligado no sitio ativo.

Os residuos que interagem com o substrato no sitio catalitico sdo muito conservados

entre 0s membros da familia GH1. De acordo com a estrutura de outras beta-glicosidases

141-144

publicadas , hove residuos séo responsaveis pela estabilizacdo do substrato, incluindo os

residuos cataliticos (tabela 8 e figura 45). O alinhamento estrutural e sequencial dessas trés
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estruturas publicadas com as beta-glicosidases aqui estudadas mostra que esses residuos sao
0s mesmos nas diferentes enzimas e possuem as mesmas disposi¢des, com excecdo de duas
posicdes (8 e 9). Na posicdo 8 as trés enzimas possuem uma serina enquanto outras eszimas
(com excecdo de 4B3K) possuem um glutamato. Na posicdo 9 as enzimas D5 e F5 possuem,

respectivamente, uma alanina e uma treonina no lugar de um triptofano.

Tabela 8 - Alinhamento dos residuos responsaveis pela interacdo com substrato das enzimas D5, F5, G5 e de
outras beta-glicosidases publicadas (designadas pelo c6digo PDB). As posicfes foram numeradas de
acordo com a ordem sequencial crescente dos aminoacidos.

Estrutura  Pos. 1 Pos. 2 Pos. 3 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 6 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 9

D5 Q22 H129 N174 EL175 Y307 E368 W415 S422 A423
F5 Q23 H121 N165 E166 Y298 E371 W418 S425 T426
G5 Q23 H124 N169 E170 Y301 E378 W425 S432 W433
4B3K Q18 H119 N164 E165 Y299 E366 W416 S423 W416
2CET Q20 H121 N165 E166 Y295 E351 W398 E405 W406
3F5J Q29 H130 N175 E176 Y315 E386 W433 E440 w441

3WBA Q31 H132 N177 E178 Y321 E394 W444 E451 W452

A42
%ﬂ’%% G
H129 N174

Figura 45 - Residuos responsaveis pela interagdo com substrato. Estdo representadas as estruturas D5 (verde), F5
(ciano), G5 (magenta) e 3WBA'. No centro estd modelado o inibidor de beta-glicosidase gluco-
hidroximolactam (PDB: 2J78)*, cuja estrutura foi superposta. O nimero dos residuos em preto esta
de acordo com a estrutura D5.



113

5.2 DISCUSSAO

As hidrolases de glicosideos formam uma grande familia de enzimas responsaveis pela
quebra das ligacGes formadas entre os varios tipos existentes de carboidratos e entre 0s
carboidratos com outros tipos moleculares. A quantidade de enzimas descritas, que pertencem
a essa grande familia, ja € muito grande e novos membros sdo constantemente descobertos.
Por ser um grupo tdo numeroso, as hidrolases de glicosideos foram classificadas, até agora,
em 132 familias®****, Ainda assim, algumas familias foram também classificadas em
subfamilias, como é o caso da familia GH5"2.

Embora uma enorme quantidade de GHs tenha sido identificada, suas caracteristicas
funcionais e estruturais estdo longe de ser totalmente compreendidas. Desta forma, esse
estudo se propds a avancar nos estudos estruturais do maior nimero possivel de enzimas das
familias GH1 e GH5. Para tal fim, as enzimas aqui estudadas, juntamente com enzimas de
outras familias, foram clonadas e testadas, inicialmente, pela capacidade de expressao por
método de alto rendimento™®™* feito pelo pés-doutorando César Moisés Camilo. Essa rapida
clonagem e avaliacdo primaria da expressao foi decisiva para que o todo o trabalho descrito
nessa tese tenha sido feito em tempo adequado.

As familias GH1 e GH5 sdo dois dos maiores grupos dentre as GHs, contendo,
respectivamente, 4929 e 4016 sequéncias depositadas de acordo com o CAZY®. Além do
grande namero de membros, as enzimas possuem muitas funcées diferentes e sdo encontradas
tanto sozinhas (apenas dominio catalitico) como conectadas sequencialmente com um ndmero
variado de mddulos acessorios. Toda essa variabilidade se contrasta com o enovelamento do
tipo barril (B/a)8 que € conservado em todos os membros dessas duas familias. De alguma
forma essa mesma estrutura basica tem a capacidade de se adequar a diversas funcdes e é
nesse ponto que os resultados obtidos nesse trabalho trazem algumas novidades.

A principio, as enzimas GH1 e GHS5, cujos clones estavam disponiveis, eram
conhecidas apenas pelas suas sequéncias. Ndo havia nenhuma informacgéo sobre atividade
catalitica, nimero de dominios, limite dos possiveis dominios, preferéncia por substratos, etc.
Como o foco do trabalho era o estudo estrutural, todas elas foram expressas e purificadas
conjuntamente e logo foram destinadas aos experimentos de cristalizacéo.

Por ter sido a primeira a ser cristalizada e ter sua estrutura determinada, a
caracterizagdo béasica da atividade da enzima H6 foi feita, bem como a producdo das novas

construcdes, com o intuito de compreender melhor a funcdo dos diferentes modulos
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acessorios. Com o inicio do Doutorado Sanduiche feito no ESRF (Grenoble, Franca) foi dado
prosseguimento nas tentativas de cristalizacdo das demais enzimas e da proteina H6 ligada a
substratos. Infelizmente, ndo houve tempo habil para a caracterizacdo enzimatica das demais
enzimas purificadas, que sera feito posteriormente.

De todas as enzimas clonadas, apenas E12, F1 e F9 ndo foram obtidas na forma
soltvel. Algumas tentativas de variacdo do protocolo de expressdo foram feitas, sem que fosse
observada sua presenca na fracdo soltvel. E possivel que um maior esforco na tentativa de
expressa-las, com uma maior variacdo nas condi¢cdes de expressdo ou utilizando-se diferentes
cepas de E. coli, possa torna-las sollveis. Mas, como o tempo até o fim do doutorado era

curto, optei por seguir com o estudo das outras enzimas.

5.2.1 Atividade da H6.

Na caracterizacdo enzimatica, a H6 mostrou-se uma enzima versatil. Primeiramente,
ela possui boa termoestabilidade. Apesar de ter uma atividade 6tima a 55 °C, € capaz de
chegar a 80 °C com 50 % da atividade em CMC. Além disso, nos testes de termoestabilidade,
ela se mostrou igualmente estavel em praticamente todos os tampdes e pHs testados, com o
Tm variando entre 66 e 71 °C. Outra caracteristica de sua versatilidade é a capacidade de
clivar diferentes tipos de carboidratos: lineares com ligagdo 3-1,4-glicosidica (CMC), lineares
com mistura de ligagdes B-1,4 e B-1,3-glicosidicas (lichenano) e ramificados (xiloglucano).
Por ter a capacidade de clivar celulose e hemicelulose, duas das moléculas mais abundantes
nas paredes celulares, a H6a torna-se um excelente candidato para aplicacdo na producdo de
etanol de segunda geracéo.

Muitas celulases possuem moddulos acessorios para auxilia-las na clivagem dos
substratos. Para compreender melhor a funcdo dos modulos acessorios e também dos
dominios cataliticos, muitos trabalhos expressaram e caracterizaram os dominios acessorios
separadamente. Na maioria dos casos, a retirada do CBM faz com que a enzima tenha uma

148149 principalmente com substratos insoldveis*®. Em alguns casos, a

atividade reduzida
retirada do CBM n#o altera a atividade do dominio catalitico'™* e, em outros, a retirada do
CBM inativa completamente a atividade enzimatica’®™>. A enzima H6 parece fazer parte da

terceira categoria, pois, mesmo variando-se as condi¢Oes e os substratos, as truncagens da
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enzima H6 ndo apresentaram atividade, comprovando que ambos o0s modulos sé&o
absolutamente importantes para a atividade enzimatica.

Juntamente com a eliminacdo da atividade da H6, a retirada dos modulos acessorios
reduz de forma consideravel o Tm da enzima. A retirada do médulo 2 reduzo Tmem9°Cea
retirada dos dois modulos acessorios reduz em 15 °C. Duas publicagfes retratam a reducdo da
temperatura 6tima da atividade de celulases das familias GH9' e GH10™ pela retirada de
CBM. Porém, nenhum artigo relacionando termoestabilidade (independente da atividade)

com os CBMs foi encontrado.

5.2.2 Estrutura da H6.

A estrutura geral da enzima H6 revelou a presenca de trés dominios, sendo um
dominio catalitico da familia GH5 na por¢cdo aminoterminal e outros dois modulos acessorios
conectados subsequentemente. A presenca de trés dominios ndo era esperada, pois somente
dois haviam sido previstos pelo BLAST através de sua sequéncia de aminoacidos.

O dominio catalitico possui 0 mesmo enovelamento caracteristico da familia GH5,
porém, os dominios acessérios ndo possuem semelhanca significativa com nenhuma estrutura
depositada no PDB, de acordo com a busca estrutural feita com o programa DALI*®,

A presenca de pequenos modulos ligados aos dominios cataliticos de celulases ja foi
descrita em alguns artigos. Em boa parte, esses modulos possuem um enovelamento tipo
sanduiche-p, como descrito para a maioria dos CBMs™’, porém, com funcdo néo
comprovada™®. Na estrutura de uma beta-galactosidase ainda néo publicada (PDB 1FN9) sdo
reconheciveis trés pequenos modulos acessérios conectados ao dominio catalitico, possuindo
0 mesmo enovelamento basico. Em uma endogliceramidase da familia GH5, o dominio
acessorio possui o enovelamento sanduiche-f e, como descrito para os modulos acessorios da
H6, sua sequéncia ndo foi identificada pelo BLAST™®. Em todos os casos, os dominios
acessorios estdo localizados longe do sitio ativo dos dominios cataliticos e, portanto, nao
parecem influenciar a interacdo enzima-substrato.

A primeira grande novidade que a estrutura da H6 traz é exatamente o posicionamento
dos modulos acessorios. O médulo 1 localiza-se lateralmente ao dominio catalitico, da mesma
forma como em outras estruturas™®’***%°. J4 0o médulo 2 est4 localizado muito préximo ao

sitio catalitico e o alinhamento dos triptofanos dos dois dominios indicam fortemente a
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formacdo de maior nimero de subsitios, acarretando em uma maior afinidade a carboidratos
longos. Infelizmente, na estrutura resolvida com ligante, o carboidrato esta situado nos
subsitios negativos (anteriores a posicdo de clivagem) e 0s possiveis novos subsitios se
localizam nas posi¢des positivas (posteriores a posicao de clivagem). Varios experimentos ja
estdo sendo planejados pelo nosso grupo para comprovar se essa funcdo é real. Uma vez
confirmada, sera a primeira vez que se observa a complementagdo do sitio ativo por um
modulo acessorio.

A enzima H6a foi cristalizada em quatro grupos espaciais diferentes, gerando cristais
com formatos diferentes. Em um dos tipos cristalinos (P432,2), o soaking com a celopentaose
foi efetivo e a estrutura da enzima ligada ao substrato foi resolvida. Todas as cinco estruturas
(quatro na forma apo e uma com substrato), apesar dos grupos espaciais diferentes, ndo
apresentaram nenhuma variacdo de estrutura proteica consideravel. Esse fato evidencia, mais
uma vez, a grande estabilidade dessa proteina e se torna bom indicio de que o enovelamento
ndo tem grande influencia do empacotamento cristalino.

Inesperadamente, a presenca do substrato no sitio catalitico também ndo alterou a
estrutura da enzima, nem mesmo as cadeias laterais dos residuos que interagem com o ligante.
Apesar de curioso esse evento ja havia sido observado com uma endoglucanase de
Thermotoga maritima pertencente a familia GH5'®. No trabalho publicado, a endoglucanase
com um dos residuos cataliticos mutados teve sua estrutura cristalografica resolvida na forma
apo e ligada a varios carboidratos, inclusive a celotetraose. Da mesma forma, as enzimas apo
e holo ndo apresentaram diferenca significativa.

A questdo mais importante suscitada pela estrutura da H6a com substrato trata da
posicdo em que o substrato se encontra e como ele foi modificado. Assim como foi descrito
nos resultados, a celopentaose provavelmente foi clivada tornando-se uma celotetraose que
permaneceu no sitio ativo e uma glicose que se desligou da enzima.

De acordo com o mecanismo de clivagem proposto (figura 4), na primeira etapa o
residuo nucleofilo ataca o carbono anomérico do glicano que esté localizado no subsitio -1,
formando um intermediario enzima-substrato, enquanto o outro residuo catalitico protona o
oxigénio glicosidico. Consequentemente, o carboidrato que esta localizado nos subsitios
positivos é liberado. Na segunda etapa, o intermediario é clivado através de uma hidrélise e o
carboidrato restante, que estava localizado nos subsitios negativos, é liberado*®.

Por essa descrigéo, seria esperado que a celotetraose encontrada fosse um dos produtos

da reacéo e estivesse completa, ou que ela fizesse parte do estado intermediario e que, além de
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estar ligada covalentemente com a enzima, ndo possuisse o oxigénio glicosidico. Porém, a
posicdo em que o glicano (subsitio -1) se encontra ndo deixa clara a situagéo.

O carbono anomérico esta a uma distancia de 2,9 A do oxigénio do residuo catalitico
E268. Como essa distancia é incompativel com uma ligacdo covalente (que possui ~ 1,5 A) é
pouco provavel que o modelo gerado seja a representacdo do estado intermediério. Porém, a
densidade eletronica gerada pelos dados experimentais mostra claramente uma continuidade
entre o carbono anomeérico do carboidrato e o oxigénio do residuo E268, indicando um fluxo
de elétrons nessa posicdo. Se a celotetraose for o produto da reacdo, deveria existir um
oxigénio ligado ao carbono anomerico, conhecido com o oxigénio glicosidico. Esse estaria a
1,5 A do oxigénio do residuo catalitico E268, havendo um impedimento estérico (figura 46).
Apesar da qualidade e precisdo dos dados, os resultados descritos tornam complexa a

interpretacdo da situacao.

Figura 46 - Representagdo da interacdo do carboidrato (amarelo) com os residuos cataliticos E159 e E268 da
enzima H6 (laranja). A esquerda o carboidrato esta representado com o oxigénio glicosidico e a
direito este oxigénio est ausente.

O posicionamento do carboidrato no sitio ativo traz mais uma curiosidade. Como
descrito na literatura’®*, o primeiro residuo catalitico (localizado na alca entre a fita p4 e
hélice a4) atua como acido/base e o segundo (localizado na al¢a entre a fita 7 e hélice a7) é o
nucleofilo. Entretanto, na estrutura da enzima H6, o residuo E159 esta mais proximo do
carboidrato do que o residuo E268. Além disso, temos uma densidade eletrbnica continua
entre o residuo E159 e o carboidrato. Esses dois fatos indicam que, no caso da enzima H6, o
nucleofilo pode ser o residuo E159, enquanto o E268 agiria como acido/base.
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Em uma revisdo, Vuong'®® sugere que, com a identificacdo de uma diversidade de
mecanismos cataliticos encontrados dentro do grupo das hidrolases de glicosideos, a visdo
classica de Koshland nao esta sempre correta. Nessa revisdo, também sdo sugeridas algumas
técnicas para se determinar qual é o residuo nucleéfilo, como o Docking. Desta forma,

experimentos j& estdo sendo feitos para confirmacdo da funcéo de cada residuo catalitico.

5.2.3 Beta-glicosidases D5, F5 e G5

De todas as enzimas que foram expressas, quatro foram cristalizadas, sendo uma
endoglucanase e trés beta-glicosidases. Por acaso, as quatro enzimas cristalizadas pertencem
ao mesmo organismo, a bactéria Bacillus licheniformis. Trata-se de uma bactéria pertencente

ao grupo Subtilis'®®

, juntamente com Bacillus subtilis e Bacillus pumilus e é geralmente
encontrada no solo e em penas de aves, estando relacionada a contaminacdo de produtos
alimentares™®.

Por pertencerem a0 mesmo organismo, ndo faz sentido imaginar que as enzimas D5,
F5 e G5 tenham a mesma especificidade. Apesar de serem extremamente parecidas, dois
pontos de divergéncia importantes foram detectados através de suas estruturas.

O primeiro ponto é a presenca de diferentes aminoacidos em duas das posicdes que
compdem o sitio catalitico. Essa diferenca é significante, pois 0os aminoacidos possuem
polaridade e tamanho diferentes. Na posicdo 9, a enzima D5 possui uma alanina, que é
caracterizada por uma cadeia lateral pequena e apolar, a enzima F5 possui uma treonina, cuja
cadeia lateral é pouco maior do que a alanina e é polar e a enzima G5, como as outras beta-
glicosidases usadas para comparacao, possui um triptofano que tem uma cadeia lateral grande
e € apolar, apesar de poder formar ligacdo de hidrogénio através de um nitrogénio. Na posi¢édo
8 as trés enzimas possuem 0 mesmo aminoacido que, apesar de ser polar, possui cadeia lateral
curta, em comparagdo com as demais enzimas que possuem um aminoacido de cadeia lateral
polar e longa. A variacdo nessas posi¢cdes pode fazer com que os diferentes carboidratos
tenham diferentes afinidades pelo sitio ativo. Desta forma, as trés enzimas ndo seriam
redundantes para a bactéria e teriam fungdes distintas. No momento, experimentos para a
caracterizacdo da atividade das beta-glicosidases estdo sendo preparados. Com isso,

esperamos comprovar a diferenca na funcdo das mesmas.
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O segundo ponto divergente esta relacionado com as alcas 1, 4, 6 e 8 (figuras 44 e 47),
que formam a entrada do sitio catalitico’®. A enzima D5 possui uma fenda bem aberta,
permitindo assim a passagem de carboidratos grandes. Ja a enzima G5 é bem fechada,
possuindo apenas uma pequena abertura entre a alca 6 e a hélice 4. As al¢as da enzima F5 nédo
puderam ser modeladas por ndo possuirem densidade eletronica definida, portanto, ndo ha
como inferir o tamanho da abertura do sitio ativo. Ha apenas uma pequena evidéncia de que
ela tenha um tamanho intermediario. A por¢do da alga 6, que pdde ser modelada, € muito
parecida com a alca 6 da enzima G5 (figura 44). Porém a alca da F5 possui 4 residuos a
menos do que a al¢a da G5. As outras algas, 1, 4 e 8, também sdo divergentes, porém, menos
significativas do que a alca 6, por serem menores e possuirem 0 mesmo ndmero de
aminoacidos. Como a al¢a 6 é a principal determinante da diferenca no tamanho da fenda

entre D5 e G5, pode ser que a enzima F5 tenha uma fenda de tamanho intermediario.
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Loop 6

Grande fenda

Loop 6

Pequena abertura

Hélice 4

Figura 47 — Representa¢do em superficie dos modelos de D5 (verde) e G5 (magenta). No centro de cada enzima
esta modelado o inibidor de beta-glicosidase gluco-hidroximolactam através da sobreposi¢do com a
estrutura 2378,
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6 CONCLUSOES

O periodo de quatro anos destinados a cumprir 0s objetivos propostos, que a principio
parecia mais que suficiente, mostrou-se extremamente curto. Talvez seja o caso da maioria
dos alunos de doutorado.

Os dois primeiros anos dedicados a expressdo da endoglucanase Il de T. reesei
passaram rapidamente e, infelizmente, o objetivo ndo foi alcancado. Varias tentativas foram
feitas, variando-se 0s organismos de expressdo, condicdes de expressdo e métodos de
transformacdo, mas a enzima ndo foi obtida na forma sollvel. Durante esse periodo, tive a
oportunidade de trabalhar com o professor Fernando Araripe Torres e sua equipe (UnB) e,
apesar de ndo chegar ao resultado esperado, aprendi muito sobre o mecanismo de expressdo
em P. pastoris.

Os dois anos finais foram voltados para o estudo das endoglucanases e beta-
glicosidases bacterianas que estavam disponiveis. Na primeira parte do trabalho, feita no
Brasil, varias das enzimas foram expressas e purificadas e a endoglucanase H6 teve sua
atividade caracterizada, foi cristalizada e sua estrutura tridimensional foi resolvida. E nos
ultimos meses sete meses, trabalhando no ESRF da Franca, essa mesma enzima foi
novamente cristalizada e sua estrutura foi resolvida na forma apo a 1,1 A de resolugdo e
complexada a um substrato a 1,75 A. Essas estruturas permitiram a descoberta de uma nova
forma de interacdo entre CBMs e dominios cataliticos e trouxeram mais informacdes sobre o
funcionamento da atividade catalitica. Ainda no ESRF, foram cristalizadas trés beta-
glicosidases (D5, F5 e G5) pertencentes ao mesmo organismo da endoglucanase H6 (Bacillus
licheniformis) e suas estruturas foram resolvidas. Apesar de ndo ter havido tempo para
caracterizar as atividades das beta-glicosidases, a analise dos modelos cristalograficos
indicam que algumas caracteristicas estruturais divergentes podem fazer com que elas
apresentem especificidades diferentes para os substratos. Essa descoberta, unida aos ensaios
enziméticos que serdo feitos, pode indicar alvos para mutagGes visando o melhoramento
dessas enzimas ou de outras pertencentes a mesma familia.

Durante o doutorado, ainda tive a oportunidade de colaborar com os professores Dr.
Flavio Henrique Silva (UFSCar), Dr. Munir Skaf (UNICAMP) e suas respectivas equipes, em
que cristalizei e resolvi a estrutura da endoglucanase Ill de Trichoderma harzianum. Esse
trabalhno em colaboragdo gerou a publicagdo de dois artigos publicados, em ACTA
Crystallographica F (anexo A) e em PLOS ONE (anexo B).



122

Por fim, os resultados obtidos foram satisfatorios e, como prova de sua importancia,
motivaram ndo somente novas perguntas e novas pesquisas a serem feitas, mas também a

vontade do autor dessa tese em continuar a trabalhar nessa area.
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
analysis of endoglucanase Il from Trichoderma
harzianum

Endoglucanases are enzymes that hydrolyze cellulose and are important
components of the cellulolytic complex. In contrast to other members of the
complex, they cleave internal f-1.4-glycosidic bonds in the cellulose polymer.
allowing cellulose to be used as an energy source. Since biomass is an important
renewable source of energy. the structural and functional characterization of
these enzymes is of interest. In this study, endoglucanase 111 from Trichoderna
harzianwm was produced in Pichia pasioris and purified. Crystals belonging
to the orthorhombic space group £2,2,2,. with unit-cell parameters a = 47.54,
b = 5557, ¢ = 157.3 A, were obtained by the sitting-drop vapour-diffusion
method and an X-ray diffraction data set was collected to 2.07 A resolution.

1. Introduction

To date, humans have mostly relied on energy provided by fossil fuels,
but the increasing energy needs of the growing human population
and the recognition of the problems of fossil fuels (pollution. global
warming and scarcity. to mention three) have provided a driver for
looking at alternative sustainahle sources of energy (Singh et al.
2011).

The method of producing energy through the hydrolysis of biomass
has been known for a long time (Antoni et al.. 2007). Biomass is a
renewable resource and the final product of its transformation via the
fermentation of depolymerized sugars, cellulosic ethanol, is less toxic,
more readily biodegradable and produces fewer airborne pollutants
than petroleum fuel (John et al., 201 1). Although it is not yet possible
to fulfil the world’s energy demands using renewable fuels, they are
increasingly becoming a feasible option.

Cellulose forms tightly interwoven crystalline fibres which are
generally very resistant to degradation. However, a number of
microorganisms are able to efficiently hydrolyze cellulose. For
example, Hvpocrea fungi in general and £ jecoring in particular are
able to secrete large amounts of cellulases to hydrolyse cellulosic
hiomass. Another member of the same group, /. flivii, also known as
Trichoderma harzianuwm. has been utilized in phytopathogen control
(Monteiro et al., 2010) and more recently has been described as a
competent cellulolvtic fungus which produces a balanced mixture of
cellulases (de Castro, Ferreira et al.. 2010). It has been demonstrated
that T. harzignum secretes large quantities of endoglucanases when
cultivated on pretreated sugarcane bagasse (de Castro, Pedro et al.,
2010).

The cellulolytic complex produced by most fungal species is
formed of at least three major components: (i) endoglucanases (EGs),
which hydrolyze the internal §-1.4-glyveosidic bonds in the cellulose
polymer, thus introducing two new internal chain termini: (ii) cello
biohydrolases (CBHs), which act on the reduced and nonreduced
termini of cellulose polymer chains, thus degrading cellulose into
cellobiose: and (iii) fi-glycosidases, which hydrolyze cellobiose to
glucose (Medve ef al.. 1998). A large number of endoglucanases have
been identified and they have been classified into glycoside hydrolase
familics based on their amino-acid sequence similarity (Henrissat &
Davies, 2000). Despite the differences in their three-dimensional
structures, the catalytic mechanism attributed to all endoglucanases is
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X-ray Structure and Molecular Dynamics Simulations of
Endoglucanase 3 from Trichoderma harzianum:
Structural Organization and Substrate Recognition by
Endoglucanases That Lack Cellulose Binding Module
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Abstract

Plant biomass holds a promise for the production of second-generation ethanol via enzymatic hydrolysis, but its utilization
as a biofuel resource is cumently limited to a large extent by the cost and low effidency of the cellulolytic enzymes.
Considerable efforts have been dedicated to elucidate the mechanisms of the enzymatic process. It is well known that most
cellulases possess a catalytic core domain and a carbohydrate binding module (CBM), without which the enzymatic activity
can be drastically reduced. However, Cel12A members of the glycosyl hydrolases family 12 (GHF12) do not bear a CBM and
yet are able to hydrolyze amomphous cellulose guite efficiently. Here, we use X-ray crystallography and molecular dynamics
simulations to unravel the molecular basis underlying the catalytic capability of endoglucanase 3 from Trichoderma
harzignum (ThEG3), a member of the GHF12 enzymes that lacks a CBM. A comparative analysis with the Cellulomonas fimi
CEM identifies impomnant residues mediating interactions of EG3s with amorphous regions of the cellulose. For instance,
three aromatic residues constitute a harboring wall of hydrophobic contacts with the substrate in both ThEG3 and CfCEM
structures. Moreover, residues atthe entrance of the active site cleft of ThEG3 are identified, which might hydrogen bond to
the substrate. We advocate that the ThEG3 residues Asn152 and Glu201 interact with the substrate similarly to the
corresponding CFCBM residues AsnB1 and Arg75. Altogether, these results show that CBM maotifs are incorporated within
the ThEG3 catalytic domain and suggest that the enzymatic efficiency is associated with the length and position of the
substrate chain, being higher when the substrate interact with the aromatic residues at the entrance of the cleft and the
catalytic triad. Our results provide guidelines for rational protein engineering aiming to improve interactions of GHF12
enzymes with cellulosic substrates.
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