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RESUMO

MULINARI, E. J. Analise do secretoma do fungo termofilico Thermothielavioides terrestris:
prospeccdo, expressdo heteréloga e caracterizagdes biofisicas e bioquimicas de algumas
enzimas. 2019. 171p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2019.

O desenvolvimento de enzimas que apresentam maior estabilidade térmica pode tornar o
processo de hidrolise de biomassa mais econdémico pelo aumento na taxa de hidrolise,
diminuigdo da contaminacgdo dos reatores e maior transferéncia de massa pela redugéo da
viscosidade do meio. Dessa forma, foram conduzidos experimentos para prospeccao e detecgéo
de proteinas presentes no secretoma do fungo termofilico Thermothielavioides terrestris
cultivado em diferentes fontes de carbono: bagaco de cana-de-agUcar in natura (SCBIN),
explodido & vapor (SCBSE) e polpa Kraft branqueada de eucalipto (BEKP), utilizando a técnica
de LC-MS/MS. As analises mostraram uma hidrolase de glicosideo da familia 3 (GH3) como a
maior constituinte do secretoma em BEKP e uma GH7 contendo moédulo de ligacdo ao
carboidrato da familia 1 para SCBSE e SCBIN. O contetdo proteico em SCBIN mostrou um
repertério de hemicelulases que representaram 8% do total da contagem de espectros
normalizados em comparacéo a 4% em BEKP e SCBSE, refletindo o efeito da composicéo da
biomassa na regulacdo das proteinas secretadas. As analises também revelaram a presenca de
mecanismos oxidativos na degradacdo da biomassa. A primeira componente da analise de PCA
das CAZymes revelou que SCBSE e SCBIN sdo correlacionados negativamente e que 0 SCBSE
é caracterizado pela intensa remodelagem da parede celular, o que parece estar relacionado a
intensa atividade secretoria, indicando que o SCBSE possui potencial como meio de
autoinducdo. Em contrapartida, retem muitas enzimas adsorvidas, o que pode ser ndo produtivo
como matéria-prima para obtencdo de monossacarideos. A analise estatistica apontou as
enzimas diferencialmente secretadas no secretoma e que foram escolhidas para expressao
heter6loga. As enzimas TtCel7.2 e TtCel7.3 secretadas em fungo filamentoso e as enzimas
TtpXil43, TtAraf54, Tex e TtGal5 expressas em bactéria exibiram temperatura 6tima acima de
50 °C e pH ligeiramente &cido. TtCel7.2 e TtCel7.3 exibiram diferencas de atividade e

estabilidade térmica com 80% de atividade ap6s 3 horas de incubagéo a 65 °C.

Palavras-chave: Thermothielavioides terrestris. Secretoma. Expresséo heteréloga. Bagaco de

cana-de-acgucar.






ABSTRACT

MULINARI, E. J. Secretome analysis of thermophilic fungus Thieavia terrestris:
prospecting, heterologous expression and biophysical and biochemical characterization of
some enzymes. 2019. 171p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2019.

The development of enzymes that present higher thermal stability, reduce the chances of reactor
contamination, increase the hydrolysis rate and intensify the mass transfer by decreasing the
viscosity of the medium, favoring a more economical process. Thus, experiments were
conducted for the prospecting and detection of proteins present in the secretome of thermophilic
fungus Thermothielavioides terrestris grown in different carbon sources, such as sugarcane
bagasse in natura (SCBIN), sugarcane bagasse steam exploded (SCBSE) and bleached
eucalyptus Kraft pulp (BEKP) using the LC-MS/MS technique. Analyzes showed one
glycoside hydrolase of family 3 (GH3) as the major constituent of the BEKP secretome and one
GH7 containing CBM1 in SCBSE and SCBIN. The protein content of the SCBIN condition
showed a broad range of hemicellulases, that representing 8% of the total normalized spectra
count (NTSC) compared to 4% in BEKP and SCBSE, it reflecting the effect of biomass
composition on the regulation of secreted proteins. The analyzes also revealed a proportional
content of cellulases and auxiliary activities (AAs), what reveal the presence of oxidative
mechanisms in this microorganism during biomass degradation. The first component of PCA
analysis of CAZymes revealed that SCBSE and SCBIN are negatively correlated and that
SCBSE is characterized by intense cell wall remodeling, which appears to be related to intense
secretory activity, indicating that SCBSE has potential as an auto induction media for
CAZymes. Statistical analysis indicated the enzymes differentially expressed in the secretoma
and that were chosen for heterologous expression later. TtCel7.2 and TtCel7.3 enzymes
expressed in filamentous fungus and TtpXil43, TtAraf54, Tex and TtGal5 enzymes expressed
in bacteria exhibited optimum temperature above 50 ° C and slightly acidic optimum pH.
TtCel7.2 and TtCel7.3 exhibited differences in activity and thermal stability with 80% residual

activity after 3 hours of incubation at 65 ° C.

Keywords: Thermothielavioides terrestris. Secretome. Heterologous expression. Sugarcane

bagasse.
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Exemplos de interagdes planta-microbio nas quais os LPMOs estdo
envolvidos. (A) Fungos saprofitos que degradam um tronco de madeira. (B)
Degradagéo de frutos por mofo cinza. C) Larvas de uma vespa de madeira
alimentando-se de uma arvore assistida por simbiontes microbianos. (D)
Corte transversal de uma raiz com fungos ectomicorrizicos envolvidos na
degradacdo da matéria organica do solo. (E) A luz solar impulsiona o
armazenamento de energia e CO2 no tecido vegetal fotossintético e também
pode modular processos destrutivos através da transferéncia de elétrons

fotoinduzida. (F) Uma molécula representativa de LPMO.

Componentes da parede celular podem ser transformados cataliticamente a
uma gama de intermediarios de combustivel e subsequentemente

hidrocarbonetos liquidos.

A unidade basica da arquitetura da parede celular da cana-de-agucar.
Microfibrilas (canto superior direito: cerca de 36 moléculas de celulose
embaladas na forma de uma estrutura cristalina) sdo montadas em sete

feixes, formando uma macrofibrila.

Representagdo de arabinoxilano hipotético. Cadeia principal de 1,4-B-
xilano substituidos por porcdes Unicas e/ou duplas de o-L-
arabinofuranosideo; reticulados covalentemente com lignina ou por meio de

uma ligacdo cruzada diferuloil entre cadeia de arabinoxilano.

Principais unidades da lignin presente no bagaco e na palha da cana-de-agucar.
FA: porcdes feruladas (estereficada com hemiceluloses); H: unidade p-
hidroxifenil; G: unidade guaiacil; S: unidade siringil; S": unidade siringil

oxidada contendo um grupo carbonila no Ca

Esquema de degradacdo completa da celulose. CDH: celobiose desidrogenase;
AA9: monoxigenase litica de polissacarideo que atuam no C4 ou C1 da
ligagdo B-1,4; CBM: mddulo de ligagéo a celulose; CBH1: celobioidrolase de

31

33

35

36

37



Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

terminais redutores; CBH1: celobioidrolase de terminais ndo-redutores. EG:
endoglucanase.

Imagens confocais dos protoplastos da cepa de Trichoderma reseei
expressando RBGL (B-glucosidase fusionada com DsRed; Vermelho) e
corados com corante de membrana e parede celular (colesterol-PEG-FITC;
Verde). Green: verde; Red: vermeho; Merged: combinado; Enlarged:

ampliado.

Colbnias de T. terrestris. Da esquerda para direita em agar de aveia, de milho

e de extrato de malte

Perfil das proteinas livres e adsorvidas a biomassa secretadas pelo fungo T.
terrestris durante os dias de cultivo nas diferentes fontes de carbono. A)
SCBIN. B) SCBSE. C) BEKP

A) Taxa de degradacdo da biomassa por quantidade de proteina secretada. B)
Atividade de proteases secretadas em azocaseina em funcdo da fonte de

carbono.

SDS-PAGE do secretoma de cada tipo de cultivo.

Temperatura 6tima de cada secretoma frente a biomassa de onde foram
extraidas.

Painel de substratos do secretoma do T. terrestris produzido na presenca de
a) BBEKP, b) SCBSE e c) SCBIN. Os asteriscos representam na analise post-
hoc da ANOVA os valores de atividade com p>0,05 entre as atividades dos
coquetéis em um dado substrato, significando que a hipdtese alternativa:
existe diferencas entre as atividades dos secretoma em um dado substrato foi

rejeitada.

Distribuicdo das diferentes fungdes moleculares das proteinas identificadas
no secretoma do T. terrestris. As CAZymes foram separadas do agrupamento
inicial de atividade e incluidas segunda suas classes CAZy. As divisdes dentro

de cada agrupamento colorido indicam os dominios relacionados aquela
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Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

Figura 19-

Figura 20-

fungéo. O retangulo “Fung@o molecular” reune fungdes ndo determinadas;
GEF: do inglés, Guanine nucleotide Exchange Factors; SSDB: do inglés,

Sequence-Specific DNA Binding.

Diagrama de Venn. a) Secretoma total; b) CAZymes totais; c) CAzymes

organizadas por dominio de polissacarideo.

NTSC das CAZymes diferencialmente secretadas entre os secretomas. Os
retdngulos coloridos representam os principais dominios polissacaridicos de

atividade das enzimas.

Biplot de correlaco da analise de PCA das enzimas com cos®>0,75 de acordo
com o secretoma de origem. Principal dominio de atividade, C: celulose; H:

hemicelulose; P: pectina; F: FCW

Heatmap das CAZymes diferencialmente secretadas e renormalizadas na
escala de -1 a 1 dentro de cada relicada. Principal dominio de atividade, C:
celulose; H: hemicelulose; P: pectina; F: FCW

Mecanismo de degradacio da parede celular da cana de agucar'* proposto
para o fungo T. terrestris. O fungo degrada todas as partes da parede celular
ao mesmo tempo de forma equilibrada e utiliza as esterases de carboidrato
parater acesso a porcao recalcitrante conferida pelas ligacdes esteres cruzadas
do arabinoxilano. A 4acido celobibnico fosforilase (GH94) catalisa a
conversdo reversivel intracelular de &cido celobiénico em glicose fosfato e
acido D-glucdnico, onde sdo convertidos em metabdlitos secundarios e
direcionados para vias como a glicélise e a via das pentoses fosfato. A
utilizacdo de compostos oxidados pode indicar uma vantagem evolutiva dos
organismos celuloliticos/oxidativos, pois esses produtos sdo inibidores de

CBH e B-glicosidases.

Uma olhada em uma célula eucariota para ver como as proteinas sédo
produzidas. O DNA no nucleo é "lido™ pela RNA polimerase e, em seguida,
0s ribossomos no citoplasma produzem uma cadeia de aminoacidos que se

dobra em uma proteina funcional.
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Gel de agarose da amplificacdo do gene com as extremidades para clonagem
tipo Gibson da A) TtCel7.2: 1336 pb e TtCel7.3: 1079 pb. B) Padrdo de
massas de DNA

SDS-PAGE do perfil de secregdo dos transformantes A. nidulans A773
pyrG*, em que a coluna “0’ de ambos os géis corresponde ao transformante
com vetor vazio; A) transformantes de 1 a 8 contendo vetor com gene da
TtCel7.2; B) transformantes de 1 a 8 contendo vetor com gene da TtCel7.3.
MM: Massa molecular em kDa.

Lista de peptideos identificados por LC-MS/MS. Em vermelho sédo os
peptideos identificados e que correspondem com 0s peptideos da sequéncia
das proteinas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 com 45% e 58% de cobertura,

respectivamente.

Perfil SDS-PAGE das fragdes eluidas com aumento gradativo da
concentracdo de NaCl da purificacdo da A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 com resina
de DEAE Sepharose CL6B. MM: Massa molecular em kDa; 0, 10, 50, 100,
200, 300, 400, 500 e 1000 representam a concentracdo em mM de NaCl.

Cromatograma de unidades de absorcéo (sigla em inglés, AU) em 280 nm da
eluicdo (mL) em coluna HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR das fracdes
contendo as proteinas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 ap6s purificacdo por DEAE
Sepharose CL6B e C) SDS-PAGE das fragdes (F) dos picos cromatograficos.

MM : Massa molecular em kDa.

Espectros de dicroismo circular experimental e reconstruido da A) TtCel7.2
e B) TtCel7.3

Curvas de transi¢do térmica com monitoramento da elipticidade em 222 nm
da A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3

Distribuigdo da massa molar e sobreposi¢cdo de cromatogramas de disperséo
de luz (raio de Rayleigh) e indice de refracdo diferencial (dRI) em funcdo do
volume de eluicdo das amostras A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3.
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Figura 29-

Figura 30-

Figura 31-

Figura 32-

Figura 33-

Figura 34-

Figura 35-

Figura 36-

Alinhamento dos modelos estruturais da TtCel7.2 (magenta) e da TtCel7.3
(verde). A) vista de frente do sitio de interagdo com o susbstrato e B) Rotacéo

de 90° em torno do eixo vertical.

Superficie eletrostatica gerada pela ferramenta APBS Electrostatics do Pymol
dos modelos das enzimas A) TtCel7.2 e B)TtCel7.3. As cores representam o

potencial eletrostatico da superficie molecular. entre -5 e +5 kT/e.

Atividade relativa em funcédo do pH das enzimas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3.
Os asteriscos indicam que pela analise estatistica de post hoc ndo existe
diferenca significativa de atividade entre o pH 6timo (com maior valor medio
de atividade relativa) e aqueles pHs.

Atividade relativa da A) TtCel7.2 e da B) TtCel7.3 em funcédo da temperatura.
Os asteriscos indicam que pela analise estatistica de post hoc ndo existe
diferenca significativa de atividade entre a temperatura étima (com maior

valor médio de atividade relativa) e aquelas temperaturas.

Atividade residual ap6s incubacéo por diferentes periodos e temperaturas das
enzimas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3.

Efeito da presenca de aditivos na reacdo enzimatica da TtCel7.2 a 60 °C por
5 min. A) Concentracdo de ions na reacdo de 0,5 mM (exceto quando
especificado). B) Concentracdo 20x maior do que em A) (exceto quando
especificado). Os retangulos coloridos indicam quais aditivos tiveram efeito
significativa (p<0,05) pelo teste de post hoc.

Efeito da presenca de aditivos na reagdo enzimatica da TtCel7.3 a 50 °C por
10 min. A) Concentragdo de ions na reacdo de 0,5 mM (exceto quando
especificado). B) Concentracdo 20x maior do que em A) (exceto quando
especificado). Os retangulos coloridos indicam quais aditivos tiveram efeito

significativa (p<0,05) pelo teste de post hoc.

Regresséo linear da formacéo de extremidades redutoras (glicose equivalente)

por minuto para calculo da atividade especifica. A) TtCel7.2 em tampéo
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Figura 37-

Figura 38-

Figura 39-

Figura 40-

Figura 41-

Figura 42-

Figura 43-

Figura 44-

citrato/fosfato pH 4,5 a 60 °C. B) TtCel7.3 em tampao citrato/fosfato pH 4,5
a 50 °C.

Cinética de Michaelis-Menten para as enzimas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3

A) Extracdo de RNA do T. terrestris. MM: Marcador molecular; 1: RNA
total. B) PCR do gene da TtGH7.1 (1527 pb) com 10% do volume da solucao
com a amostra da reagdo de cDNA com a transcriptase reversa (+) e sem (-).

C) Padrao de massas do marcador molecular.

PCR dos genes na tabela 1. O primeiro po¢co de cada amplificacdo para
clonagem tipo LIC corresponde ao marcador molecular (MM). NUmero de
pares de bases (pb) de cada gene: AA9.1: 921; AA9.5: 687; TtGal5: 1230;
GHb5b: 1200; GH7.1: 1527; TtXin1l0A: 933; Tex: 1128; TtpXil43: 1743,
TtAraf54: 1551.

SDS-PAGE da purificagédo em coluna Ni-NTA das constru¢des GH5a, GH5Db,
TtXin10A, Tex e TtfXil43. MM: massa molecular; bandas das enzimas

recombinantes destacadas por um retangulo.

SDS-PAGE da purificagdo em coluna de exclusdo molecular das construcdes,
TtGal5, Tex, TtpXil43 e TtAraf54 MM: massa molecular; bandas das

enzimas recombinantes destacadas por um retangulo.

Espectro de dicroismo circular recalculado pela Dichroweb e experimental A)
TtAraf54 e C) Tex. Curva de transicdo térmica com monitoramento em 222
nm da B) TtAraf54 e D) Tex.

Alinhamento T-Coffee modo M-Coffee das sequéncias homodlogas da
TtAraf54. Exceto o PDB: 1WD3, as restantes sdo numero de acesso
UniProtKB.

Alinhamento T-Coffee modo Expresso e representacdo da predigédo de
estrutura secundaria por PROMALS3D?* das sequéncias homologas da
TtAraf54. Exceto o PDB: 1WD3, 3KMV e 3AKF, as restantes s&o numero de

acesso UniProtKB. As letras e representam folha-p; h representa hélice-a;
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Figura 45-

Figura 46-

Figura 47-

Figura 48-

Figura 49-

Conservation é a pontuacdo da conservacdo calculado pelo programa;
Consensus aa € 0 aminoacido consenso na posi¢cdo; Consensus ss: é estrutura

secundaria consenso presente na posicao.

A) Alinhamento do modelo estrutural da TtAraf54 (cinza) com a estrutura
1WD4 de A. kawachii (rosa) com destaque (vermelho) das regiGes nao-
conservadas do dominio ABD. B) Surperficie eletrostatica gerada pela
ferramenta APBS Electrostatics do Pymol da B) TtAraf54 e da C)1WD4. As
cores representam o potencial eletrostatico da superficie molecular entre -5 e
+5 kT/e.

Resultado da predicéo de glicosilagdes O-ligadas pelo servidor NetOGlyc da
sequéncia da TtAraf54. A regido de aminoacidos ndo-conservados esta
indicada dentro do retangulo preto. SEQUENCE significa sequéncia;
CARBOHYD significa carboidrato; POSITIVE significa que aquela

sequéncia é positiva para a presenga de carboidrato.

Alinhamento T-Coffee modo M-Coffee das sequéncias homdlogas da
TtpXil43. Os retdngulos em amarelo indicam os aminoacidos conservados do
sitio catalitico: nucleofilo: aspartato (D) e doador de préton: glutamato (E).
As sequéncias homdlogas estdo identificadas pelo nimero de acesso
UniProtKB.

Resultado da predicdo de O-glicosilagdes pelo servidor NetOGlyc da
sequéncia da Tex. A regido ndo-conservada esta indicada dentro do retangulo
preto. SEQUENCE significa sequéncia; CARBOHYD significa carboidrato;
POSITIVE significa que aquela sequéncia é positiva para a presenca de

carboidrato.

Alinhamento de estrutura com destaque para os residuos do subsitio -2 e -1:
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CAPITULO I

Enzimas de Fungo Termofilico no Cenario da Bioenergia

Figura 1 - Exemplos de interacGes planta-micrébio nas quais os LPMOs estdo envolvidos. (A) Fungos sapréfitos
que degradam um tronco de madeira. (B) Degradagdo de frutos por mofo cinzento. C) Larvas de uma
vespa de madeira alimentando-se de uma arvore assistida por simbiontes microbianos. (D) Corte
transversal de uma raiz com fungos ectomicorrizicos envolvidos na degradagdo da matéria organica
do solo. (E) A luz solar impulsiona o armazenamento de energia e CO; no tecido vegetal fotossintético
e também pode modular processos destrutivos através da transferéncia de elétrons fotoinduzida. (F)
Uma molécula representativa de LPMO.

Fonte: JOHANSEN!
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Historicamente, o impulso em busca de fontes de energias excludente ao petrdleo se deu
a partir de 1970, quando o preco do barril de petréleo aumentou subitamente. A Crise do
Petroleo provocou prolongada recessdo no Estados Unidos da América (EUA) e Europa,
desestruturou a economia mundial e trouxe a percepcao de que fontes fosseis de energias, como
o carvao mineral e petréleo, eram finitas. Dessa forma, é possivel observar a escassez e 0
aumento do precgo desta fonte ndo renovavel de energia.

Adicionalmente, a crescente conviccdo em toda a sociedade de que alternativas aos
combustiveis fdsseis devem ser buscadas com urgéncia é alicercada no progressivo
reconhecimento em todo o0 mundo dos desastres ambientais devidas ao aquecimento global. As
questdes ambientais estdo impulsionando o desenvolvimento de tecnologias inovadoras para a
producdo de energia renovavel e "green products” a partir de residuos de biomassa vegetal. A
estratégia de utilizar a biomassa como a matéria-prima para a producdo de biocombustiveis
liquidos tem implica¢des importantes para compensar as emissoes de gases causadores do efeito
estufa. No Brasil, 0 advento da cultura da cana-de-agUcar para producgéo de etanol de 12 geracéo
produz grandes excedentes de bagaco e palha, que possui elevado potencial na geracdo de
etanol, conhecido como etanol de 2° geracdo. Isso sugere significativo aumento na oferta de
alcool, sem exigir aumento nas areas de plantio, destruicdo de ecossistemas, desmatamento,
pressao sobre recursos hidricos e uso intenso de fertilizantes e agroquimicos. Paralelo a isso, a
combustdo do bagaco € uma parte importante do atendimento a demanda de eletricidade da
estacdo seca no Brasil. O etanol do bagaco de cana € uma das poucas tecnologias ja
implementadas e demonstradas na geracdo de energia descarbonizada e que atende aos
objetivos do Acordo de Paris, compensando 86% das emissdes de CO2, em comparagdo ao uso
de petrdleo.>

A reducdo do custo do processo de sacarificacdo pode ser alcancada através de uma
compreensdo abrangente da arquitetura e composi¢do da biomassa, além dos mecanismos
enzimaticos e de secrecdo dos microrganismos decompositores dela. Em auxilio a prospecgéo
de enzimas de degradacéo de biomassa, 0s estudos de secretoma envolvem a identificacdo das
proteinas transportadas para o meio extracelular. Os genes que codificam estas proteinas sdo
susceptiveis a estimulos ambientais, os quais provocam mudangas drasticas no perfil da
transcricdo génica, o qual refletem na secrecdo de proteinas produzidas em fungos. Os perfis
das enzimas secretadas por Thermothielavioides terrestris foram muito menos estudados
guando comparados a outros eucariotos de interesse industrial, tornando o estudo do secretoma
de T. terrestris cultivado em bagaco de cana de extrema importancia.* Esse capitulo traz uma

revisao bibliogréfica dos assuntos relacionados ao processo da utilizacdo do bagaco de cana-
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de-agucar como fonte sustentavel de energia e a abordagem de microrganismos decompositores

da biomassa como estratégia para tornar possivel essa tecnologia.

1.1 BIORREFINARIAS

A producdo de etanol de segunda geracdo pelo emprego de enzimas para liberar
monossacarideos fermentesciveis a partir de biomassa ndo é o unico produto que se pode gerar.
Através de outros caminhos de conversdo dos componentes da parede celular, por exemplo,
rotas termoquimicas, catalise quimica e bioquimica, a partir de moléculas intermediarias, como
carboidratos, &cidos carboxilicos, alcoois, furanos, aldeidos, acetonas e fragmentos de lignina,
pode ser obtido hidrocarbonetos liquidos e insumos para a inddstria quimica (Figura 2).
Portanto, novas tecnologias capazes de utilizar estruturas parcialmente oxigenadas de matérias-
primas disponiveis a partir da biomassa — com o0 mesmo leque e versatilidade que as indUstrias
petroquimicas fazem com o carbono féssil —ajudariam a reduzir os custos de producdo do etanol

de segunda geracéo (etanol obtido da biomassa lignoceluldsica).®

Componentes da parede celular Combustivel intermediario Hidrocarbonetos liquidos
Carboidratos /\//\/\//\\/\//\\/N
NN N Y n-parafinas
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Figura 2 - Componentes da parede celular podem ser transformados cataliticamente a uma gama de
intermediarios de combustivel e subsequentemente hidrocarbonetos liquidos.
Fonte: Adaptada de MCCANN®

O pleno aproveitamento energético da cana-de-agucar, para além do acucar e etanol de

primeira geracdo (a partir do caldo da cana), esta ligado ao atual conceito de biorrefinaria, que
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engloba uma vasta gama de tecnologias capazes de separar 0s recursos da biomassa em seus
blocos quimicos. Estes podem ser convertidos em produtos de maior valor agregado, como
produtos quimicos valiosos, pré-bidticos, biocombustiveis, e outros materiais e energia.®® Essas
tecnologias dependem da conversao dos polissacarideos da parede celular da planta em agucares
simples, que envolvem atividades sinérgicas de diferentes enzimas de degradacéo.

Estes sdo amplamente aplicados nos setores de alimentos e ragdes, industrias de papel
e téxtil, quimico e farmacéutico. O contetido energético de uma tonelada de cana-de-acucar se
divide em 35,4% ao acucar para o consumo, 34,8% referente ao bagaco e 29,8% a palha. Dessa
forma, o setor sucroalcooleiro é identificado com maior potencial para implantacdo comercial
da producdo de etanol celuldsico. Essa caracteristica se deve a biomassa residual gerada pelo
processamento da cana (bagaco e residuos da colheita), instalagdes prontas para fermentacéao
dos acUcares, obtencdo do etanol, armazenamento, distribuicdo, bem como o tratamento de

efluentes.©

1.2 A BIOMASSA DE CANA-DE-ACUCAR

Os principais polissacarideos presentes na parede celular da cana-de-agtcar podem ser
agrupados pelos dominios celulose, hemicelulose e pectina. As microfibrilas de celulose séo
matrizes p-cristalinas de 2-3 dlzias de cadeias lineares de 1,4- B-D-glucano.!! As regides
amorfas (ndo-cristalinas) da celulose ocorrem ao longo da microfibrila ou estdo associadas ao
redor de um nucleo cristalino, bem como as regides superficiais ordenadas. Na cana de agucar,
a macrofibrila é constituida pelas microfibrilas de celulose envolvidas por polissacarideo da
hemicelulose através de ligacGes especificas polissacarideo-polissacarideo devido a
proximidade dos polimeros e ligacbes de hidrogénio (Figura 3). A arquitetura da parede da
cana-de-agucar (gramineas) é denominada Tipo Il, que tem os arabinoxilanos como a principal
hemicelulose e proporcdes relativamente baixas de pectinas.’> Aproximadamente, a
constituicdo de polissacarideos da parede celular da cana-de-aglcar possui 28% de celulose,

40% de arabinoxilano, 10% de p-glucano, 8% de xiloglucano e 8% de pectina.’®
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Arquitetura da parede celular da cana-de-acucar

Macrofibrila ’ Microfibrila

, " ‘t\:%\( f O \‘!

Lignina e . SN 5
compostos fenodlicos

L\
\/

Hemicelulose fortemente
ligada a celulose

XILANO e XILOGLUCANO

Figura 3 - A unidade basica da arquitetura da parede celular da cana-de-agtcar. Microfibrilas (canto superior
direito) possuem cerca de 36 moléculas de celulose embaladas na forma de uma estrutura cristalina. O
xiloglucano e os xilanos lineares ligam as microfibrilas de celulose, formando a unidade microfibrilar,
gue sdo montadas em sete feixes e incorporadas em uma matriz de arabinoxilanos (ligados por lignina
e acidos diferulicos), formando uma macrofibrila.

Fonte: Adaptada de BUCKERIDGEY

Os principais polimeros hemicelul6sicos envolvidos na formacdo desse dominio séo o
arabinoxilano (1,4-B-xilano, ramificacdo de 1,3-a-arabinosil, 1,6-a-glucuronil, e O2(3)-acetil,
1,3-a-arabinose-O5-feruloil; Figura 4), B-glucano (1,4(3)-p-glucano), e xiloglucano (1,4-B-
glucano, ramificagbes 1,6-a-xilosil, 1,6-a-xilose-1,2-B-galactosil, O2(3)-acetil), sendo que
arabinoxilano é muito mais abundante do que o xiloglucano e liga randomicamente a celulose,
mas ndo especifico como o xiloglucano. O xiloglucano é mais fortemente ligado & celulose do
que arabinoxilano, por causa do maior nimero de hidroxilas envolvidas na ligacdo de
hidrogénio, ja a maioria do B-glucano ndo é fortemente ligada a nenhum componente da parede
celular, interagindo ndo-especificamente com a celulose.'®1® A arabinose da cadeia lateral do
arabinoxilano é esterificada pelo acido ferulico, gerando uma estrutura macromolecular
reticulada através de ligacbes cruzadas com a lignina e com outros polissacarideos, que é
importante para a manutencdo da arquitetura da parede celular (Figura 4).24*7-18 Por fim, a

macrofibrila é incorporada a uma matriz de pectina e proteinas estruturais.*’
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Figura 4 - Representacdo de arabinoxilano. Cadeia principal de 1,4-p-xilano substituidos por por¢des Unicas e/ou
duplas de a-L-arabinofuranosideo; reticulados covalentemente com lignina ou por meio de uma ligacéo
cruzada diferuloil entre cadeia de arabinoxilano.

Fonte: Adaptada de TOPAKAS?

Apesar de seu baixo contelido, as pectinas estdo, possivelmente, envolvidas em ligacdes
com lignina, conferindo recalcitrancia & hidrolise.?* As pectinas representam a classe de
polissacarideos responsaveis pela adesdo as células vizinhas, atuando no controle da penetracao
de outras enzimas na rede de biomassa, pois acredita-se que as pectinas sejam responsaveis pela
determinacio da porosidade da parede celular.’” O ramnogalacturonano |1 é um dos
polissacarideos (1,2-a-rhamnosil-1,4-a-galacturonato) presentes na pectina da cana-de-agUcar,
do qual partem ramificacdo de arabinano linear (1,5-a-arabinano) e galactano (1,3-p-galactano,
ramificagdo 1,6-a-galactosil, 1,6-a-arabinosil; chamado de arabinogalactano 1), o qual pode
apresentar ligagcdo cruzada com a lignina. O homogalacturonano € o outro componente da
pectina, possui cadeia principal del,4-a-galacturonano, que podem apresentar cadeia lateral de
02-metil, mas quando ndo metilado, complexam o Ca*? e formam uma estrutura na forma de
caixa de ovos, que possui aparéncia de um gel.

Juntamente como B-glucano, os polimeros da pectina sdo os polissacarideos mais
soluveis da parede celular e tendem a ser extraviada durante o processo de moagem e lavagem
com agua quente da cana para extracdo da garapa nas usinas.’* A complexidade de ligagOes
diferentes entre os diversos monossacarideos, ligagdes e interacdes entre os polissacarideos da
parede celular, adicionalmente ao equilibrio entre essas ligacdes e a forca de cada uma,
contribuem para a manutencéo do codigo glicomico proposto por Buckeridge e de Souza.??
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No que tange a lignina, ela é um heteropolimero aromatico, onde 0s seus principais
constituintes sdo os monolignois alcoois p-cumaril, coniferil e sinapil, diferindo no grau de
metoxilacdo, cujo acoplamento oxidativo combinatorio produzem, respectivamente, unidades
de lignina p-hidroxifenil, guaiacil e siringil ligadas diferentemente (Figura 5). Essas unidades
estdo presentes na parede celular em diferentes quantidades nos tecidos da planta e entre
espécies: no bagacgo de cana-de-agUcar estdo presentes na proporc¢do de 2:38:60, enquanto que
na palha é de 4:68:28.%° Dentro da lignina, existem estruturas formadas por essas unidades, que
principalmente incluem éter alquila-B-arila, fenilcumaranos, resindis, espirodienonas e
dibenzodioxocinas.?* A subestrutura majoritaria no bagaco € a éter alquila-p-arila, seguido pelo
fenilcumaran, na fracdo de 83 e 6%, respectivamente, enquanto que na palha a porcentagem é
de 75 e 15%. Devido ao maior teor de siringil e menor grau de condensacdo no bagaco em

relacdo a palha de cana-de-agticar, a lignina do bagaco é mais susceptivel aos pré-tratamentos.??
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Figura 5 - Principais unidades da lignin presente no bagago e na palha da cana-de-acucar. FA: porg¢des feruladas
(estereficada com hemiceluloses); H: unidade p-hidroxifenil; G: unidade guaiacil; S: unidade siringil;
S': unidade siringil oxidada contendo um grupo carbonila no Ca

Fonte: Adaptada de DEL RiO%

Estas caracteristicas quimicas e estruturais da biomassa afetam a penetracao de liquidos
e a acessibilidade enzimatica, elevando assim, 0s custos no processo de conversdo dos
polimeros a monémeros. A composicdo e o acoplamento dos constituintes da lignina,
juntamente com o codigo glicémico, que considera a complexidade de ligagdes diferentes entre
os polissacarideos, e estes com a propria lignina, devem ser considerados para otimizacao dos
métodos de pré-tratamento necessarios para diminuir a recalcitrancia da parede celular e
posterior liberacdo de aglcares fermentesciveis, bem como dos compostos aromaticos valiosos

da lignina.
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1.3 ESTRATEGIAS PARA MITIGAR A RECALCITRANCIA DA BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA

A desconstrucdo da matriz extracelular de algumas espécies de plantas, usadas como
matéria-prima para a producdo de bioenergia, continua a ser uma barreira importante para
alcancar a producao de bioetanol a custo razoavel. Existem dois fatores que afetam a atividade
de hidrélise de materiais lignocelulésicos: os relacionados a enzima e os relacionados ao
substrato. Os fatores relacionados as enzimas sdo estabilidade térmica, estabilidade ao pH,
efeito de ions metélicos, velocidade de reacdo, inibicdo por produto, atividade, processividade,
sinergismo, reuso e adsorc¢do. Os relacionados ao substrato sdo acessibilidade, solubilidade e
formacéo de inibidores.?® Os passos para tornar a biomassa uma matéria-prima amplamente
aproveitavel compreendem pré-tratamentos que objetivem a desconstrucdo de sua estrutura
nativa, facilitando o acesso das enzimas a celulose, com recuperacdo da hemicelulose e da
lignina; vista que essa Ultima possui alto valor agregado, pois apresenta alta densidade de
energia em sua estrutura molecular.

Romper a estrutura cristalina da celulose — uma estrutura altamente compacta, anidra e
resistente — é uma etapa crucial para aumentar, significativamente, a taxa de conversdo em
moléculas simples, uma vez que esse processo estd intimamente relacionado ao indice de
cristalinidade do substrato. Os conteudos de lignina e hemicelulose estdo associados a taxa de
hidrolise, devido ao blogueio que elas oferecem ao acesso das enzimas a celulose. Também, as
interacOes inespecificas das enzimas a lignina, como adsor¢do, podem diminuir o nimero de
enzimas disponiveis, levando a uma diminuicdo da eficacia da reacéo.

Os pré-tratamentos podem ser agrupados de acordo com sua natureza e envolvem
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos, alguns como: moagem, irradiacao,
4cido, organosolv, liquidos ionicos, explosdo a vapor.2®?® Esses processos agem de forma
diferente e produzem caracteristicas de desconstrucdo da biomassa que variam entre si.
Combinar os distintos pré-tratamentos de forma apropriada deve priorizar a maximizagédo da
hidrolise, considerando um baixo custo operacional de modo a facilitar a recuperacdo de
lignina, hemicelulose ou seus derivados e, ainda, ndo produzir compostos inibidores (5-
hidroximetilfurfural) da subsequente fermentagdo. Ainda ndo foi estabelecido um pré-
tratamento eficiente que seja economicamente e ecologicamente vidvel, embora tratamentos
como o emprego de acido acético-peroxido tem gerado deslignificacdo efetiva e aumento

significativo no processo de sacarificagéo.?
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Uma estratégia a ser considerada em adicdo a acessibilidade ao substrato seria a
modificagdo molecular da composicdo da parede celular de plantas, tornando-as menos
recalcitrantes. Trés abordagens recentemente implementadas sdo: i) mineracdo de diversidade
genética natural em populagdes estruturadas para identificar genotipos com caracteristicas
desejaveis;?>* ii) abordagens transgénicas para modificar os niveis de expressdo de genes
relacionados & parede celular;®® iii) biologia sintética para desenvolver variantes ndo
encontradas na natureza. 3233

Em termos de diversidade genética, o conteddo de lignina em certas populacGes de
alamo mostrou-se correlacionado com o melhoramento do rendimento da sacarificagdo; assim
como um conjunto de genes estavam relacionados com a abundancia e constitui¢éo de lignina
ou com o rendimento da hidrélise. Para ambas andlises, foi evidenciado que estas caracteristicas
ndo estavam relacionadas com a via de sintese da parede celular, e sim de reguladores de
transcricdo e componentes da via de sinalizagdo.3*** Em vias de desenvolvimento de novas
plantas destinadas a bioenergia, duas regides gendmicas isoladas de cana-de-agucar (ravl e loci
epgl) contem genes essenciais que controlam a degradacao de pectina durante a formacéo de
aerénquimas nas raizes da planta.®® Essa descoberta tem sido alvo de interesse para o
desenvolvimento de variantes de cana-de-agUcar, que possuem parede celular dos colmos mais
susceptivel a degradac&o.®’

Com o manejo adequado de culturas de plantas destinadas a bioenergia (cana-de-agucar,
miscanthus, switchgrass), o seu cultivo em areas excedentes disponiveis, tal como em terras
agricolas marginais e terras degradadas ou drasticamente perturbadas, poderia contribuir com
0 aumento do sequestro de carbono da atmosfera, minimizando as causas do aquecimento
global. Outros efeitos das plantagdes para bioenergia, através de rotacdo de culturas e plantio
direto, envolvem reducdo da sedimentacdo e erosdo de solos e aumento da biodiversidade,
reposicdo de nutrientes e retencéo de agua.®

Devido as propostas de novas condic¢Ges de otimizagéo de producéo de etanol celulésico,
€ necessario o estudo de novos microrganismos capazes de tolerar essas situacfes, bem como a
prospeccao de novas enzimas adaptadas e estaveis a uma ampla diversidade de meio reacional,
como pH, temperaturas mais elevadas, ions, solventes, inibidores, entre outros. No entanto, a
producdo em larga escala de todas essas enzimas envolvidas no processo de sacarificacdo da
biomassa é dispendioso. Portanto, sdo necessarias reducgdes substanciais no custo de producéo
delas.®®

Ao longo dos ultimos anos, muito esforco tem sido dedicado a isso, através de

ferramentas de biologia sintética, edicdo de genoma® para redesenhar vias metabdlicas, e
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desenvolvimento de novos chassis de expressao heterdloga, com o intuito de aumentar a
expressdo de enzimas em fungos filamentosos.*1*2 Como consequéncia, o conceito de cell
factory®® e biorrefinaria vem ganhando extrema importancia.*

As celulases e hemicelulases mais bem estudadas e amplamente utilizadas séo
produzidas pelos fungos mesofilicos do género Trichoderma, Penicillium e Aspergillus (podem
ser termotolerantes). A maioria das enzimas desses microrganismos tém temperatura de reacéo
proximas de 40 a ~50 °C, o que requer longos tempos de reacdo, tornando os reatores mais
susceptiveis a contaminacdo. A implementacdo de procedimentos com temperaturas mais
elevadas diminuiria essa susceptibilidade, aumentariam a taxa de conversdo da biomassa a
acucares simples, melhoraria a transferéncia de massa no processo industrial por diminui¢édo da
viscosidade do meio, além de reduzir o volume de agua para resfriar o reator, dada a
proximidade das temperaturas de esterilizagio, pré-tratamento com a de reagéo enzimatica.*>*’
No entanto, aumentar a temperatura da reacdo requer o uso de enzimas termoestaveis, que
atuariam nessa condi¢do, sendo que, um reservatorio potencial de obtencdo dessas enzimas
pode ser encontrado em organismos termofilicos e as tecnologias de anélise de Ultima geracéo
(omics technologies) tem sido uma ferramenta imprescindivel para se identificar enzimas,
fatores de transcricdo, transcritos, genes e metabdlitos.

O desenvolvimento de uma tecnologia para a producdo rentavel de combustivel liquido
é um desafio na atualidade, mas os avangos na compreensdo cientifica necessarios para alcancar
esse objetivo parecem realizaveis. A compreensdo da biodiversidade das enzimas hidroliticas,
oxidativas, esterases, expansinas e modulos de ligacdo a carboidratos, juntamente com
engenharia de proteinas (recombinagdo tipo SCHEMA, desenho de consenso e quimera,
evolucdo direcionada e estrutura baseada em métodos computacionais) sao mecanismos
necessarios ao estabelecimento de coquetéis enzimaticos mais eficientes, baratos e estaveis —
além de fornecerem estudos compreensivos a respeito das bases moleculares que conferem alta
estabilidade térmica e taxa catalitica, fornecendo conhecimento para potencializar esses efeitos
nas enzimas.

A combinacdo de todas essas contribuigdes: pré-tratamento, engenharia genética de
plantas, agricultura avancada, prospeccdo e alta expressdo a baixo custo de enzimas mais
eficazes, engenharia de proteinas e leveduras capazes de fermentar pentoses eficientemente,*8
nos aproximara da consolidacéo de uma biorrefinaria economicamente viavel para producéo de

biocombustiveis e insumos quimicos de natureza renovavel e sustentavel.
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1.4 FUNGOS TERMOFILICOS

Entre os organismos eucariéticos, apenas um pequeno numero de espécies de fungos
possuem a capacidade de crescer a temperaturas de 45 °C ou superiores, podendo apresentar
uma capacidade mesofilica latente.*® Tais fungos compreendem as formas termofilicas e
termotolerantes, que sdo, arbitrariamente, distinguidos em funcéo da sua temperatura minima e
méaxima de crescimento. A termofilia em fungos é alvo de interesse industrial, comercial e
académico, uma vez que sua habilidade termofilica e suas enzimas termoestaveis sdo
potencialmente atraentes para serem amplamente empregadas na ciéncia e industria.
Adicionalmente, a compreensdo estrutural e fungdo das enzimas termofilicas e termoestaveis
fangicas é, relativamente, inferior em comparacdo com as de bactérias. Portanto, estudos
extensivos e caracterizacao de residuos de aminoacidos que influenciam a estabilidade térmica,
bem como, as modificacdes pos-traducionais e a natureza termofilica das enzimas flngicas séo
urgentemente necessarios para uma melhor compreenséo da termoestabilidade dessas proteinas.

As propriedades das enzimas dos fungos apresentam diferencas ndo s entre espécies,
mas também entre as cepas de uma mesma espécie (Tabela 1). As enzimas extracelulares
exibem temperaturas 6timas para suas atividades proximas ou acima da temperatura 6tima de
crescimento do organismo, por exemplo, entre 55 e 80 °C com mais de 50% de estabilidade
(Tabela 1),°° algumas até apresentam estabilidade & 90 °C.>! Os dados da Tabela 1 reinem
caracteristica de estabilidade térmica de celulases de varios fungos mesofilicos e termofilicos.
Em geral, celulases e hemicelulases de fungos termofilicos demonstram capacidade hidrolitica
notavelmente mais eficiente que as de fungos mesofilicos, por apresentarem maiores

temperatura 6tima e termoestabilidade com longos tempos de meia-vida.*’ %253
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Tabela 1 - Temperatura e estabilidade de celulases termoestaveis de fungos termofilicos e mesofilicos

F Class'lflca(;ao Temperatura | Estabilidade
ungo crescimento o

i (°C) (%)

otimo

Humicola grisea Termofilico 80 75
Fusarium Proliferatum Mesofilico 55 50
Teheromyces lanuginosus (selvagem e mutante) | Termofilico 70 50
Humicola grisea Termofilico 70 88
Aspergillus fumigatus Mesofilico 60 50
Phialophora sp. G5 Mesofilico 70 85
Phialophora sp. CGMCC 3328 Mesofilico 80 45
Phialophora sp. G5 Mesofilico 90 47
Aspergillus fumigatus SK1 Mesofilico 60 50
Rhizopus oryzae Mesofilico 60 50
Aspergillus fumigatus NS Mesofilico 60 50
Aspergillus terreus Mesofilico 60 —
Aspergillus fumigatus AA001 Mesofilico 80 75
Myceliophthora thermophile JCP Termofilico 60 50
Aspergillus niger Mesofilico 50 100
Aspergillus flavus ITCC 6720 Mesofilico 45 —
Sporothrix carnis Mesofilico 80 75
Trichoderma reesei Mesofilico 75 50
Chaetomium thermophilum Termofilico 80 78,90
Thermomyces lanuginosus Termofilico 70 —

Fonte: Adaptada de SRIVASTAVAS

Entre os microrganismos termofilicos encontra-se a Thermothielavioides terrestris e o
Myceliophthora thermophila, que em 2012 tiveram os genomas e transcriptomas sequenciados
e revelaram enzimas com alta eficiéncia de hidrélise.*” O fungo termofilico Myceliophthora
thermophila pode secretar enzimas que ndo s6 promovem a hidrélise de celulose, mas também
a oxidacao das ligacdes glicosidicas — 21% do total do secretoma de M. thermophila, produzido
em bagaco de cana-de-agicar, corresponde a enzima celobiose desidrogenase (CDH).>* A
participacdo de reacdes de oxidagdo acopladas a decomposicéo da lignina na quebra das cadeias
de celulose podem explicar a discrepancia observada entre os valores de atividade absoluta em
papel de filtro e o verdadeiro potencial da degradacao observado em experimentos de hidrolises
em biomassa. Esse efeito de degradacdo de lignina por enzimas como laccase, lignina
peroxidases e manganés peroxidases sdo, atualmente, avaliadas como candidatas a pré-
tratamento bioldgico da biomassa para aumentar os niveis de sacarificacdo de coquetéis
comerciais,>>°

As enzimas termoestaveis de T. terrestris é de grande interesse biotecnologico para a
degradacdo da biomassa lignocelulésica e potencial aplicacdo em bioenergia, aplicagdes na
indastria alimenticia e descontaminacdo de aguas, por produzir uma série de enzimas

hidroliticas e oxidativas.*" "2
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1.5 FERRAMENTAS DE SEQUENCIAMENTO DE ULTIMA GERACAO

O entendimento dos genes expressos no genoma contribui ao melhor entendimento das
suas funcdes, regulacao e coordenacdo com outros genes quando expostos a estimulos internos
e externos, sua relacdo com o metabolismo priméario e secundario, interacdo com outros
organismos, patogenicidade e evolugdo génica. A analise genémica abrange a construcédo de
mapas genéticos fisicos e de transcritos de um organismo, em que a abordagens comparativa e
evolutiva entre genomas relacionados impulsionam a compreensao em nivel funcional das
sequéncias de DNA codificantes ou de UTR (do inglés, untranslated region). Combinado com
a técnica de alto rendimento: RNA-Seq (do inglés, RNA-Sequencing) aliado a tecnologia de
sequienciamento de ultima geracdo (Next Generation Sequence),®®% microarray,®® sio
ferramentas poderosas e eficientes, principalmente em relacdo ao seu tempo de execucdo, na
andlise de transcriptomas junto a programas robustos de bioinformatica — beneficiado pelos
avancos na capacidade de processamento dos computadores.

A técnica de RNA-Seq tem sido utilizada no estudo do transcriptoma de varios
organismos modelos como Saccharomyces cerevisiae,®® Caenorhabditis elegans®’ e em fungos
filamentosos, como Trichoderma reesei,®® Myceliophthora thermophila, Thermothielavioides
terrestris® e Aspergillus niger,’® o que tem ajudado no entendimento da complexidade da
expressao proteica e regulagdo génica, UTRs, captando variagdes nas sequéncias como splicing
alternativos (processo de maturacdo do pré- mRNA (RNA mensageiro)) e fusdo génica.’*"
Isso tem ajudado no entendimento da complexidade da expressdo e regulacdo génica do
secretoma, possibilitando a expressdo heter6loga de genes, manipulacdo genética como
CRISPR-Cas9”® e RNAI (do inglés, RNA interference),’* para desenvolvimento de organismos
com caracteristicas desejaveis: cepas para producdo de proteinas e metabolitos (biologia
sintética), melhores matrizes bioenergéticas e nutricionais.

A protedmica é frequentemente vista como 0 proximo passo no estudo de sistemas
bioldgicos, apds genoma ou transcriptoma, € o estudo de um conjunto completo de proteinas
em uma célula e suas estruturas e fungdes nas suas vias fisioldgicas. A complexidade das
proteinas em relacdo aos acidos nucléicos se deve ao fato de que o genoma de um organismo é
bastante constante ao longo do tempo e o proteoma muda de célula para célula com base em
suas proprias interacdes biogquimicas, mediada via fatores ambientais. O proteoma de um
organismo inclui as proteinas presentes no citoplasma celular e as proteinas que sdo secretadas
para 0 meio extracelular e a maquinaria envolvida nesse processo (secretoma).”® Dentre 0s

principais fatores que influenciam os padrdes de secrecdo em fungos estéo as fontes de carbono
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por eles utilizadas e o tipo de meio a qual o fungo € cultivado (meio liquido versus meio
s6lido).”® A ferramenta utilizada para estudar as proteinas produzidas é a geragdo dos peptideos
digeridos enzimaticamente, seguido por separacdo por cromatografia liquida de alta
performance e a identificacdo por espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS).

Com base no dogma central da biologia molecular, foi geralmente assumido que existe
uma correspondéncia direta entre transcritos e expressdo de proteinas. Entretanto, estudos
recentes ndo tém encontrado uma correlagdo entre nimeros de transcritos e abundancia de
proteinas.”””® Parte dessa falta de relagdo vem do fato de que os transcritos podem ser
processadas na célula por splicing alternativo, sofrer modificacdo pos-traducionais
(glicosilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo),®® além de que os tempos de meia-vida entre
transcrito e produto podem ser diferentes.®%

O produto final ou intermediario do metabolismo, que é protagonizado pela complexa
rede que envolve as sequencias de DNA, RNAs, transcritos e proteinas, sdo os metabdlitos.
Dessa forma, o metaboloma representa a colecdo de todos os metabolitos de um organismo
bioldgico, como intermediarios metabolicos, hormdnios e outras moléculas de sinalizacdo e
metaboélitos secundarios.®®* O metaboloma também ¢ dindmico e muda constantemente no
tempo, porque é um reflexo das reagdes metabolicas, onde o produto de uma reagdo enzimatica
é o substrato de outras reacdes. A identificacdo desses analitos é seguido de separacdo e
deteccdo por LC-MS/MS e NMR (do inglés, nuclear magnetic resonance).®*

O comportamento regulatério das células abrange interacbes em varios niveis de
informacdo, como genes e transposons, transcritos € RNAs funcionais (interferéncia,
cataliticos), proteinas e enzimas, metabdlitos primarios e secundarios. Esses dados geralmente
sdo buscados através da analise independente do genoma, transcriptoma, proteoma, secretoma
e metaboldma, ndo obstante, ndo garantem uma suntuosa compreensdo do sistema como um
todo. Assim, uma andlise conjunta dos dados “Omicos”, gerados a partir das mesmas células
nas mesmas condicGes, pode fornecer informacgfes Uteis que ndo podem ser decifradas da
analise individual de cada um.

A preferéncia industrial por fungos filamentosos na producdo de enzimas esté voltada,
principalmente, pela sua excelente capacidade de producdo de enzimas extracelulares e novos
metabolitos. As ferramentas “Omicas” t€ém sido amplamente empregadas para explorar enzimas
com potencial aplicacdo biotecnoldgica, algumas das ferramentas incluem: gendmica e
transcriptdmica (metagenémica e metatranscriptoma também) através do sequenciamento de
ultima geragdo (next generation), secretoma e metabolémica. Um fator associado ao

descobrimento de novas enzimas € que, a aquisicdo dessas informagdes a nivel molecular, tem
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ajudado a entender diversos fendbmenos bioldgicos tais como: regulacdo génica, via secretoria,
fatores de transcricdo, modificagdes pds-traducionais, além da compreensdo do papel das
enzimas na degradacédo de biomassa, no mecanismo de infeccao de hospedeiros e os metabolitos

produzidos durante esses processos.*’ &

1.6 HIDROLASES E OXIDASES DE CELULOSE

Pelo menos trés tipos de enzimas que hidrolisam as ligacGes glicosidicas da celulose
(exoglucanases, endoglucanases e B-glucosidases; Figura 6) sdo produzidas pela maioria dos
microrganismos.?® Os fungos estdo no topo desses microrganismos degradadores, pois
estrategicamente driblam a recalcitrancia da biomassa para se alimentar dos polissacarideos.®’
As endoglucanases (endo-1,4-B-D-glucanases; EC 3.2.1.4, do inglés, Enzyme Commission
number), preferencialmente, agem em regides amorfas e clivam as ligagdes internas ao acaso
das cadeias de glucano, proporcionando extremidades redutoras e ndo-redutoras de celo-
oligossacarideos para que as celobioidrolases (CBH, ou exoglucanase, ou 1,4-B-D-glucano-
celobioidrolase) as ataquem pelo terminal ndo-redutor (EC 3.2.1.91) e redutor (EC 3.2.1.176).
Dessa maneira, as CBHs hidrolisam as extremidades da cadeia de forma processiva, originando
celobiose como produto principal. Finalmente, as B-glucosidases (BG; celobiase, ou B-D-
glucosideo glucoidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisam a celobiose a glicose, além de liberar glicose
a partir das extremidades ndo redutoras dos celo-oligossacarideos soltveis (Figura 6).

As enzimas hidroliticas sozinhas, no que se refere as limitagdes do coquetel, nédo
oferecem mais uma melhoria no processo de degradacdo da celulose. E é nesse cenéario que
entram as enzimas nao-hidroliticas — por exemplo as enzimas oxidativas — que vieram aumentar

de forma significativa a eficacia do processo de degradacdo da biomassa.®’
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Figura 6 - Esquema de degradacdo completa da celulose. CDH: celobiose desidrogenase; AA9: monoxigenase
litica de polissacarideo que atuam no C4 ou C1 da ligacéo B-1,4; CBM: mddulo de ligacdo a celulose;
CBHL1.: celobioidrolase de terminais redutores; CBH1: celobioidrolase de terminais ndo-redutores. EG:
endoglucanase.

Fonte: Adaptada de HORN &8

As enzimas oxidorredutoras, como as monooxigenases liticas de polissacarideo (LPMO,
do inglés, lytic polysaccharide monooxygenase), oxidam um dos carbonos das ligacoes
glicosidicas (C1 ou C4) de nanofibrilas de celulose expostas na superficie, gerando aldonas e
lactonas (Figura 6). Esse processo produz fragmentos insoltveis menores e mais finos.® Isso
permite as hidrolases atuarem nessas regides cristalinas altamente resistentes e promoverem
uma degradac&o superficial mais rapida e completa.®°

As LPMOs sdo classificadas como atividades auxiliares (AAs) e sao distribuidas nas
familias AA9, 10, 11, 13, 14, 15 e 16 no banco de dados CAZy. Historicamente, as AA9s eram
conhecidas como GH61 (Figura 6) e as AA10s CBM33. As LPMOs também podem atuar em
substratos nao-celulésicos, como a AA9 de Neurospora crassa, que mostrou-se capaz de atacar
xiloglucanos e glucomananos;** também, uma LPMO da familia AA10 de Kitasatospora
papulosa mostrou-se capaz de atuar em xilano.*?

O mecanismo oxidativo das AA9 envolve um doador de elétrons, que é sugerido ser
uma celobiose desidrogenase (CDH, do inglés, cellobiose dehydrogenase) — ou também outra
glicose-metanol-colina oxidoredutase (GMC), como piranose oxidase, polifenol oxidase ou
galactose oxidase * e um atomo de cobre, que é um ativador de oxigénio molecular.®” Neste
mesmo contexto, foi verificado que a lignina serve, também, como doador de elétrons. Dessa
forma, a lignina durante o processo de degradacdo da biomassa passou a apresentar um papel
essencial e, em vista do processo geral de sacarificacdo, seu papel deve ser cuidadosamente

repensado e equilibrado.



47

1.7 HEMICELULASES, PECTINASES E ENZIMAS ATIVAS EM LIGNINA

A hemicelulose apresenta maior heterogeneidade e requer ampla atuacdo de enzimas
para gerar seus mondmeros constituintes em comparacdo a celulose. A cadeia principal da
hemicelulose pode ser baseada em xilose, glicose e manose, conhecidos como: xilano,
arabinoxilano (Figura 4), xiloglucano, manano, glucomanano, galactoglucomanano,
galactomanano. Para a hidrolise desses polimeros sao requeridas enzimas que atuam na cadeia
principal desses polissacarideos, enzimas que removem as cadeias laterais e enzimas
acessorias.®® As enzimas acessorias sdo capazes de hidrolisar as ligagdes dos grupos acetato e
dos écidos ferulicos das ramificagGes.*

As xilanases incluem as endoxilanases (EC 3.2.1.8), que atuam na cadeia principal de
1,4-B-xilano, liberando xilo-oligossacarideos solveis, que servem de substrato, junto com
xilobiose, para as p-xilosidases (EC 3.2.1.37), que liberam xilose dos terminais ndo-redutores.®
As mananases (EC 3.2.1.78) atuam no esqueleto galacto (gluco) manano, liberando
predominantemente manobiose e manotriose, substratos para as f-manosidases (EC 3.2.1.25).
E as xiloglucanases que hidrolisam especificamente a cadeia principal de xiloglucano (EC
3.2.1.151).

Regides ramificadas da hemicelulose requerem a intervengdo de outras enzimas que
atuam nos residuos de agucar das cadeias laterais: o-L-arabinofuranosidases hidrolisam
ligagdes 1,2-a e/ou 1,3- a, que ligam arabinose a cadeia de xilose (Figura 4); a-xilosidase (EC
3.2.1.177) hidrolisam residuos de xilose ligados a cadeia principal do xiloglucano; a-
glucuronidases (EC 3.2.1.139), que hidrolisa acido glucurdnico da cadeia de xilano. As enzimas
que atuam nas galactoses da cadeia lateral dos polissacarideos sdo a-galactosidase (EC 3.2.1.22)
e B-galactosidase (EC 3.2.1.23). E também a a-fucosidase (EC 3.2.1.51) que libera fucose da
galactose ligada ao xiloglucano.®

Para garantir a quebra total dos diferentes agucares presentes nas ramificacdes, sao
necessarias enzimas acessorias.”” As enzimas acessorias sdo, principalmente, da classe
carboidrato esterases (CE) e incluem as esterases de acetil, que hidrolisam as substitui¢Ges acetil
e metil nos residuos de xilose e glucose; as estereases de feruolil que quebram ligagdes éster
entre acido ferulico e arabinose dos arabinoxilanos (Figura 4), esta Ultima ligacdo éster esta
envolvida na ligagdo cruzada de xilano e lignina.%-%°

As enzimas capazes de atuar em pectina sdo as mesmas descritas como enzimas que
atuam nas cadeias laterais e enzimas acessorias dos polissacarideos da hemicelulose, com

adicdo das enzimas da familia GH28, que séo principalmente: endopoligalacturonases (EC
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3.2.1.15), que hidrolisam o0 homogalacturonano internamente; exogalacturonases (EC 3.2.1.67),
capazes de liberar um residuo de galacturonato do terminal ndo-redutor da cadeia de
galacturonano; rhamnogalacturonases (EC 3.2.1.171), que atuam na ligacdo do acido
galacturdnico-(1-2)-a-rhamnose e as enzimas capazes de liberar acucares simples de
rhamonogalacturonano: a-rhamnosidase (EC 3.2.1.40), responsavel por liberar rhamnose; e
ramnogalacturonano galacturonoidrolase (EC 3.2.1.173), que libera galacturonato. As esterases
de carboidratos especificas que atuam nesse dominio sdo as acetil esterases de pectina (EC
3.1.1.-) e as metil esterases de pectina (EC 3.1.1.11). Por fim, existem ainda as
polimetilgalacturonato liase (pectina liases, EC 4.2.2.10) e poligalacturonato liase (pectato
liase, EC 4.2.2.2), que clivam polissacarideos contendo acidos urdnicos.

Algumas das enzimas que sdo ativas em lignina sdo lignina peroxidase (EC 1.11.1.14),
manganés peroxidase (EC 1.11.1.13), versatil peroxidase (EC 1.11.1.16) e lacase multicobre
oxidase (EC 1.10.3.-). Lignina e versatil peroxidases podem atuar nos compostos de lignina ndo
fendlicos mais recalcitrantes, enquanto lacase multicobre oxidase e manganés peroxidase
oxidam diretamente componentes fendlicos da lignina.'® Essas enzimas sdo classificadas com
atividades auxiliares e estdo reunidas na familia AA1 e AA2. O potencial de despolimerizacéo,
modificacdo da lignina e a natureza promiscua em relagdo ao substrato apontaram para as
potenciais aplicacBes biotecnoldgicas dessas enzimas como a detoxificacdo de moléculas

organicas: degradacio de corantes,'* estrogénios,'%2 bisfenol A 1% entre outros.*®
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CAPITULO II

O Secretoma de T. terrestris Cultivado em Bagaco de Cana-de-agucar

Figura 7 - Imagens confocais dos protoplastos da cepa de Trichoderma reseei expressando RBGL (B-
glucosidase fusionada com DsRed; Vermelho) e corados com corante de membrana e parede
celular (colesterol-PEG-FITC; Verde). Green: verde; Red: vermeho; Merged: combinado;
Enlarged: ampliado.

Fonte: CHENGCHENG!%
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Recentemente, o fungo filamentoso termofilico antes nomeado de Thielavia terrestris
foi reclassificado para Thermothielavioides terrestris, apdés uma analise filogenética
multigénica para resolver as relacGes filogenéticas das espécies atualmente conhecidas em
Thielavia (Apinis). A etimologia refere-se a sua natureza termofilica e sua semelhanca
morfoldgica com Thielavia sensu stricto. As espécies Thielavia sdo distribuidas em uma ampla
variedade de ecossistemas, vivendo em solos, desertos, solos alcalinos (pH acima de 11); podem
ser fungicolous, endofitos, saprobios; com diferentes temperaturas de crescimento incluindo as
formas: psicrotolerante, mesofilico, termotolerante ou termofilico.!%® T. terrestris cresce com
temperatura 6tima >45 °C, podendo ser encontrado em solo de pastagem seca e quente no Reino
Unido, Japdo, Malasia e Estados Unidos da América, é um fungo de podriddo suave (do inglés

soft-rot), tem aparéncia cotonosa (Figura 8) e apresenta uma limitada degradac&o da lignina.t’

™

Figura 8 — Colonias de T. terrestris. Da esquerda para direita em agar de aveia, de milho e de extrato de malte.
Fonte: WANG 1%

Inicialmente, o fungo T. terrestris teve seu genoma sequenciado por Berka et. al.,*” estes
autores também sequenciaram o transcriptoma e anotaram o secretoma do fungo cultivado em
2% de glicose, alfafa e cevada como fonte de carbono. Os dados do secretoma apresentaram
baixo nimero de proteinas, sendo apenas 56 simultaneamente identificadas no secretoma e no
transcriptoma, uma vez que 789 transcritos foram sequenciados. Dessa forma, o estudo do
secretoma é imprescindivel para entender quais sdo de fato as entidades enzimaticas
responsaveis pela degradacdo dos componentes da parede celular presentes no meio de cultivo.

O capitulo a seguir traz a caracterizacdo e andlise estatistica do secretoma do fungo
termofilico Thermothielavioides terrestris cultivado em meio minimo liquido, bagaco de cana
in natura, bagaco tratado com explosdo a vapor e polpa kraft branqueada de eucalipto como

Unicas fontes de carbono.
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2.1 OBJETIVOS

Identificar e caracterizar o arsenal enzimatico secretado pelo fungo termofilico T.
terrestris no processo de degradacédo da biomassa lignocelul6sica como unica fonte de carbono.
Como biomassas foram escolhidas a polpa Kraft branqueada de eucalipto (BEKP), bagaco de
cana-de-acucar in natura (SCBIN) e bagaco de cana-de-agtcar com pré-tratamento de explosao
a vapor (SCBSE).

2.1.1 Objetivos especificos

¢+ Identificar a melhor forma de producdo do pré-inéculo, garantindo homogeneidade e
padroniza¢ao;

+ Preparar as biomassas para introdu¢éo no meio de cultivo sem contaminacao e livres de
acucares simples;

¢+ Realizar a dessorcdo e determinacdo das proteinas aderidas a biomassa para
determinacdo da atividade do coquetel junto as proteinas soluveis durante os dias de
cultivo;

¢+ Acompanhar a atividade das proteases durante os dias de cultivo para estabelecer uma
estratégia de escolha do melhor dia para identificacdo do secretoma por LC-MS/MS;

+ Determinar a temperatura 6tima dos coquetéis frente a atividade nas biomassas;

+ Testar a atividade dos coquetéis nos diferentes polissacarideos;

¢+ Normalizar o espectro total dos secretomas;

+ Anotar os dominios e fungdes das proteinas identificadas;

+ Separar as CAZymes mediante acdo sobre os dominios da parede celular de planta e
fangica;

+ Realizar analises estatisticas de PCA, expresséo diferencial e agrupamento de dados das

CAZymes identificadas;

2.2 MATERIAIS E METODOS

A otimizacédo da condicdo de cultivo do microrganismo foi primordial (ndo incluidos
nessa Tese), pois as caracteristicas morfologicas do fungo e do seu crescimento tiveram que ser
consideradas para uma melhor manipulacdo. O teste de cultivo do fungo filamentoso T.
terrestris em diferentes meios (sélidos e liquidos) produz diferentes taxas de crescimento, sendo
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que em meio sdlido sua aparéncia cotonosa e de coloragdo branca (Figura 8).1% Essa
caracteristica dificulta a obtencdo de conididsporos por al¢a de inoculagdo para posteriores
inoculacbes, sendo um processo moroso e pouco efetivo, assim, o uso do micélio era mais
apropriado para propagacéo e inoculo.

O micelio foi mais facilmente obtido cultivando o fungo em meio minimo, dessa
maneira, os meios que possuiam fonte complexa de nutrientes, como triptona, extrato de
levedura, extrato de malte, batata, pode introduzir um viés em um experimento que objetiva
entender a captacao do carbono unicamente atraves da biomassa lignoceluldsica. O T. terrestris
cresce com maior vantagem e adaptacdo no cultivo com a suplementacdo do meio com

glutamina e tiamina conforme os testes iniciais com diferentes meios de cultivo.

2.2.1 Linhagens, meios de cultura, fonte de carbono e reagentes

O fungo T. terrestris linhagem UAMH 3264 utilizada neste trabalho foi adquirida da
colecdo de microfungos da Universidade de Alberta, Edmonton — Canada. O fungo T. terrestris
UAMH 3264 foi cultivado em meio minimo, previamente descrito,'%® composto por: 50 mL de
solucéo de Clutterbuck® 20 vezes concentrado (em 1 L de dgua MilliQ: 120 g de NaNOs, 10,4
g de KCI, 10,4 g de MgSOa, 30,4 g de KH2PO4), 1 mL de solugéo de elementos trago 1000
vezes concentrada (em 100 mL de agua MilliQ: 2,2 g ZnSO4, 1 g de H3BOs3, 0,5 g de
MnCl2.4H0, 0,5 g de FeS04.7H20, 0,16 g de CoCl..5H20, 0,16 g de CuS0O4.5H20, 0,11 g de
Na:M004.4H,0 e 5 g de Na,EDTA em pH 6,5), 1% de glicose e suplementado com: 0,1 mM
de CaClz, 5 mM de glutamina e 2,4 uM de tiamina em pH 5,0.1!

Os meios de cultivo utilizados para compor o secretoma, em diferentes fontes de
carboidratos, continham a mesma composi¢do do meio minimo de crescimento, mas a glicose
foi substituida por 1% (m/v) da biomassa em estudo. Os pré-indculos eram concebidos através
do cultivo do fungo em meio solido em placa de petri (meio minimo suplementado e 15% de
agar). Os glicerinados para estoque em -80 °C continham 20% de glicerol e 10% de lactose.

As biomassas investigadas foram bagaco de cana-de-agUcar in natura (SCBIN, do
inglés, sugarcane bagasse in natura), bagaco de cana-de-actcar explodido a vapor (SCBSE, do
ingés, sugarcane bagasse steam exploded) e polpa kraft branqueada de eucalipto (BEKP, do
inglés, bleached eucalyptus kraft pulp). Exceto a polpa de celulose, todas as outras fontes foram
lavadas com agua a 60 °C repetidas vezes e secas em estufa a 60 °C. Todas as biomassas foram
processadas por um moinho de facas com peneira de 1 mm. Dois frascos erlenmeyers para cada

tipo de biomassa foi autoclavado com um agitador magnéetico e, depois de resfriados, foram
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adicionadas as solugGes de glutamina e tiamina, previamente esterizadas por filtracéo, sendo 1
L de meio o volume final para cada frasco.

Os substratos utilizados: (i) manano (alfarroba), (ii) galactomanano (alfarrobeira/baixa
viscosidade), (iii) arabinano (beterraba), (iv) arabinogalactano (lari¢co), (v) celulose
microcristalina (ou AVICEL), (vi) arabinano sem ramificagcdo (beterraba), (vii) xiloglucano
(semente de tamarindo), (viii) arabinoxilano (trigo/baixa viscosidade), (ix) pectina galactano
(tremoco), (x) xilano (faia), (xi) acido poligalacturénico (pectina de citrus), (xii) p-glucano
(cevada), (xiii) carboximetilcelulose (CMC), (xiv) liquenano (musgo) foram adquiridos de
Megazyme. Reagentes de grau de biologia molecular foram adquiridos de Sigma-Aldrich. A
polpa kraft branqueada de eucalipto foi cedida pela empresa Fibria Celulose S/A (Jacarei — SP),
0 bagaco de cana in natura foi cedido pelo Grupo Cosan (lIbaté - SP) e o bagaco de cana
explodido a vapor pelo Prof. Dr. Valdeir Arantes (EEL/USP).

2.2.2 Condicdes de cultivo

O pré-indculo do T. terrestris foi crescido em frasco erlenmeyer de dois litros com um
litro de meio acrescido de glicose por 36 horas a 45 °C. Posteriormente, o meio foi filtrado em
papel de filtro (Whatman No. 1) com o auxilio de frasco kitassato, funil de Buchner e bomba
de vacuo. O micélio foi lavado sucessivas vezes com agua MilliQ autoclavada para retirar a
glicose, metabdlitos e proteinas remanescentes. Por fim, o micélio filtrado foi colocado em um
liquidificador autoclavado e homogeneizado com agua MilliQ autoclavada. A concentracdo do
homogeneizado foi estimada através do célculo da massa seca de 1 mL da solucéo de micelio.

Para cada condicdo de cultivo nas diferentes fontes de carbono, realizou-se um teste
controle, onde ndo foi adicionado o organismo, denominado “branco”. A quantidade de micélio

inoculado foi de 200 mg e os frascos foram mantidos sob agitacdo de 160 rpm a 45 °C.
2.2.3 Avaliacao do secretoma durante os dias de cultivo
2.2.3.1 Obtencéo do secretoma
Durante o cultivo realizado por um periodo de 11 dias, 5 mL do meio foram coletados
diariamente — o frasco foi mantido sobre um agitador magnético para garantir que a biomassa

remanescente ndo decantasse durante a coleta — as amostras foram centrifugadas a 3500xg em

tubo de 15 mL por 30 minutos, sob refrigeracdo. O sobrenadante foi coletado em tubo limpo e,
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para dessor¢do das proteinas adsorvidas & biomassa, o precipitado foi ressuspendido em
etilenoglicol (EG) 70% e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos, homogeneizado e
centrifugado novamente nas mesmas condi¢Ges. Iguais volumes de sobrenadantes, obtido
diretamente do meio de cultivo e o obtido apds a dessor¢do por EG-70% foram misturados e
concentrados por membrana de ultrafiltracdo atraves de coluna de centrifugagdo Vivaspin corte
de 10 kDa (GE Healthcare Life Sciences), até o volume total da mistura ser igual a metade dela,

compondo o que se chama de coquetel enzimatico ou secretoma.

2.2.3.2 Concentracgdo de proteinas totais do secretoma

A concentracao de proteinas total dos sobrenadantes e da mistura entre eles foi estimada
utilizando o método de Bradford'!2, Uma curva padrdo de BSA (do inglés, Bovine Serum
Albumin) foi construida em diferentes condi¢des de diluicdo: dgua, EG-70% e EG-35% para
mimetizar as diferentes condi¢Ges de solugcdo das proteinas, minimizando a influéncia do EG
na estimativa da concentragdo das proteinas. O valor do branco foi a medida da absorbancia da
solucdo do branco de cultivo (frasco que ndo era adicionado micélio do fungo). A reacéo foi
realizada em placas de ELISA de 96 pocos, com fundo chato, contendo 140 L de agua, 20 pL
de amostra e 40 pL de reagente concentrado Protein Assay Dye (Bio-Rad), a medida da
absorbancia da mistura foi feita em microplaca de leitura em 595 nm em espectrofotdmetro
Infinite M200® espectrofotdmetro (Tecan). As reacdes foram feitas em replicatas para ser

reportado o valor médio e o desvio padrdo de cada amostra.

2.2.3.3 Atividade de degradacéao da biomassa do secretoma

Os ensaios da atividade enzimatica do coquetel durante os 11 dias de cultivo consistiam
de 50 mg de biomassa, 2 UL de azida de sédio 10%, 900 pL de tampéo acetato de sédio 50 mM
pH 4,8 e 100 pL de solugdo do secretoma de cada dia, sob agitagdo de 900 rpm em banho seco
a 45 °C por 24 horas. Para cada coquetel (de cada biomassa), a atividade enzimatica foi realizada
na mesma biomassa de onde se originou. Apds esse processo, a reacdo foi mantida em gelo e
em seguida centrifugada a 13000g.

A concentracdo de acUcares redutores do sobrenadante foi mensurado pelo método do
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), com leitura a 540 nm, adicionando iguais volume de reacdo
e solucdo de DNS, seguido 5 min a 95 °C.113 O branco do ensaio seguiu as mesmas condicdes,

sem adicdo do coquetel, que foi adicionado a mistura apés a adicdo da solucdo de DNS,
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suspendendo sua atividade. Todas as rea¢des foram feitas em triplicata e para cada replicada
experimental foi realizada triplicada de leitura da absorbancia. Uma curva padréo de
concentracdo de glicose foi utilizada para estimar a concentracdo de acUcares redutores na
amostra. A medida da absorbancia de 100 uL da reacdo colorimétrica foi feita em microplaca
de leitura em espectrofotometro Infinite M200® espectrofotémetro (Tecan).

Caso a absorbancia das amostras extrapolasse os valores definidos da curva padréo, a
solucdo colorimétrica das amostras era diluida. Para esse caso, foi calculada uma outra curva
padrdo com glicose, em que a solucdo também estava saturada e foi utilizada a mesma razao de
diluicdo para leitura. Se os valores da absorbancia ainda extrapolassem os dados da curva, era

feito novamente uma nova dilui¢do e outra curva padrao.

2.2.3.4 Atividade proteolitica do secretoma

Para medir a atividade de proteases, foi utilizada azocaseina para calcular a atividade
proteolitica do coquetel. A reacdo consistiu em 125 pL de solugdo de azocaseina 2% em Tris-
HCI pH 8,4 e 125 pL do coquetel encubados por 45 min a 45 °C. Apds a incubacéo, adicionou-
se 500 uL de solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 10% e manteve-se em gelo por 10 minutos.
Apos, centrifugou-se a reacdo e 350 pL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
350 pL de NaOH 1 M foi adicionado e incubado por 45 minutos em temperatura ambiente. A
leitura da absorbéancia de 200 uL da solucéo foi feita em 440 nm em microplaca de leitura de
96 pocos em espectrofotometro Infinite M200® espectrofotdmetro (Tecan). As leituras foram
feitas em triplicata, o branco da reacéo foi conduzido sob as mesmas condig¢des, mas no lugar
do coquetel, adicionou-se agua. Foi utilizado o coeficiente de extingdo da azocaseinaem 1 M

de NaOH igual a 37 L.cm™g? para calcular a quantidade de azocaseina degradada.

2.2.4 Composicgao e caracterizagdo do secretoma mais eficiente

2.2.4.1 Obtencéo das amostras para composi¢do do secretoma

Através dos resultados da relagéo entre a atividade de degradacdo do coquetel frente a
biomassa pela quantidade de proteina total na reacéo, foi possivel escolher o tempo de cultivo
que apresentou uma maior razdo. Assim, foi feito um novo cultivo para cada biomassa sob as
mesmas condigdes de agitacdo, temperatura e massa de micélio inoculado. O fungo foi

cultivado na presenca de BEKP por 3 dias e na presenca de SCBSE e SCBIN por 4 dias.
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Os cultivos foram filtrados por gravitagdo em papel de filtro (Whatman No. 1) para
separar a biomassa e 0 micélio remanescente. Este foi misturado com 400 mL de EG-70%,
incubado a temperatura ambiente por 15 min, homogeneizado e filtrado em membrana
novamente. Por fim, juntou-se as duas fracdes liquidas e filtrou-se com auxilio de bomba de
vacuo com frasco kitassato, funil de buchner e filtro de papel. Em seguida, sucessivas filtragens
a vacuo com filtro de vidro sinterizado, iniciando-se com um diametro do poro de 40-50 pum,
apos 20-30 um e por final 5-10 um. Posteriormente, o volume total das amostras foi
concentrado, inicialmente, em dispositivo com agitacdo magnética Amicon Stired Cell
(Millipore), utilizando membrana Biomax (Millipore), com corte de 10 kDa até um volume
entre 50 e 100 mL. Entdo, esse volume foi reduzido para 2-3 mL com membrana de
ultrafiltracdo através de coluna de centrifugacéo Vivaspin corte de 10 kDa (GE Healthcare Life
Sciences). Aos volumes foi adicionado azida de sodio para impedir crescimento microbiano. A
quantidade de proteina foi mensurada usando o método de Bradford como descrito

anteriormente.

2.2.4.2 Andlise de peptideo do secretoma por LC-MS/MS

Para a visualizacdo do perfil proteico do secretoma, 15-20 ug de coquetel foi submetido
a separacdo completa por SDS-PAGE (do inglés, sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis) 12% e corado com Coomassie Blue R-250.114115 A imagem do gel foi obtida
com o equipamento Gel Doc EZ (Bio-Rad) e pelo programa Image Lab v. 6.0.1. Quanto a
identificacdo dos peptideos por LC-MS/MS, a mesma quantidade de proteina de cada condi¢édo
em triplicata foi submetido a 2-3 cm de separacdo em gel SDS-PAGE 12% usando 0 mesmo
método acima e em seguida, o gel foi corado também e toda a extensdo da separagdo de cada
poco foi cortada e armazenada até envio ao Centro de Genémica e Protedmica da Oklahoma
State University sob a responsabilidade do Prof. Dr. Rolf Prade, onde foram processadas para
a analise de LC-MS/MS.

A metodologia de preparacgéo e identificacdo LC-MS/MS das amostras do gel seguiram
o protocolo proposto por Voruganti.!'® Os pedacos do gel foram lavados com 50% de
acetonitrilaem 50 mM de bicarbonato de aménio pH 8,0 desidratadas com 100% de acetonitrila
e brevemente secadas. Os pedacos foram reidratados e reduzidos com 10 mM de tris (2-
carboxietil) fosfina em 50 mM de bicarbonato de amdnio por uma hora em temperatura
ambiente. Depois da incubacao, o tampé&o redutor foi substituido por 55 mM iodoacetamida em

50 mM de bicarbonato de aménio e alquilado por uma hora em temperatura ambiente no escuro.
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As amostras foram entdo enxaguadas com bicarbonato de amonio, desidratado com acetonitrila
e reidratado/infiltrado com solugéo de tripsina 8 pg.mL* em 50 mM de bicarbonato de aménio.
Depois da digestdo overnight a 37 °C, os peptideos tripsinizados foram extraidos com 0,5% de
acido trifluoroacético (TFA) e usados subsequentemente na analise de espectroscopia de massas
sequencial acopladas a cromatografia liquida (LC-MS/MS), usando um espectrémetro de
massas Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo Fisher Scientific) e um sistema de cromatografia
Eksigent NanoLC.

Os peptideos oriundos da digestdo foram analisados por aprisionamento em 5 cm de
pré-coluna em configuracdo vented column, seguido por separacdo analitica em coluna de silica
fundida 75 pum x 40 cm empacotada manualmente com beads Magic C18 AQ de 1-3 um,
terminando com agulha emissora de ago inoxidavel. Os peptideos foram eluidos utilizando um
gradiente de 0-40% de acetonitrila com 0,1% de &cido férmico, durante 60 minutos a um fluxo
de 250 nL.mint. Conforme as populagdes de peptideos eluiam, o efluente era ionizado por
nanospray (New Objective PV-550 nanoelectrospray) e eram analisadas usando metodologia
Top Speed de 3 segundos. Cada ciclo inclui uma varredura completa orbitrap FT-MS
(espectrometria de massa com transformada de Fourier — resolucdo nominal de 120.000
FWHM, 300 a 1500 m/z) com o maximo possivel de varreduras MS/MS dos dados dependentes.
Os ions foram isolados para anéalise MS/MS usando um quadrupolo (largura de 1,6 m/z), a
fragmentacédo foi gerada por CID (do inglés, collision-induced dissociation) e realizadas no
setor linear ion trap. As configuracbes MS/MS incluiam: trigger threshold de 10.000
contagens; selecdo precursor monoisotopico (MIPS sigla em inglés,); energia de colisdo
normalizada em 35%; ativacdo Q de 0,25 por 30 ms; rejeicdo de ions parentais, que tinham
estados de carga ndo atribuidos, que foram previamente identificados como contaminantes em
corridas de gradiente em branco, ou que tinham sido previamente selecionados por MS/MS
(exclusdo dinamica a 150% da largura do pico cromatogréafico observada).

Os arquivos brutos gerados pelo LC-MS/MS foram extraidos usando extract_msn.exe
(Bioworks 3.3.1) e foram usados para pesquisa de banco de dados com Mascot v2.2.04 (Matrix
Science) e X! Tandem v2007.01.01.1 (www.thegpm.org). Os espectros experimentais foram
confrontados com os espectros tedricos gerados a partir do banco de dados ndo-redundante (nr)
do T. terrestris linhagem NRRL 8126 depositados no NCBI (do inglés, National Center for
Biotechnology Information) com os seguintes parametros: 10 ppm de tolerancia de massa do
ion parental; 0,6 Da de tolerancia dos ions fragmentados; uma Unica falha de clivagem triptico;
ciclizacdo piroglutamato de glutamina N-terminal; oxidacdo de metionina; formilagcdo ou

acetilacdo de N-terminal de proteina; alquilacdo iodoacetamida de cisteina.
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A validacdo dos peptideos e das proteinas identificadas foi realizada usando o programa
Scaffold versdo 4.7.5 (Proteome Software Inc.) com parametros: Protein Threshold: 5% FDR,
Min # Peptides: 2, Peptide Threshold: 99%. Os dados dos espectros foram convertidos para
uma planilha do Excel, onde os espectros totais de cada uma das amostras foram normalizados
e as médias das triplicatas e os desvios padrdo foram calculados. Assim, os valores quantitativos
da contagem do espectro total normalizado (NTSC, do inglés Normalized Total Sepctrum
Counts) para uma dada proteina do secretoma reflete diretamente a quantidade de proteina

secretada frente a fonte de carbono.

2.2.4.3 Temperatura 6tima do secretoma

A reacdo de 1 mL continha 50 mM de tampao acetato de sédio pH 4,8, 0,02% de azida
de sddio, 10 pug do secretoma e 20 mg de biomassa — de acordo com a origem do secretoma, a
biomassa BEKP, ou SCBSE, ou SCBIN, era adicionada. As reac0es foram realizadas em
triplicata sob agitacdo e nas temperaturas de 20 a 80 °C variando em 10 °C por 24 horas. A
reacao foi parada em banho de gelo, centrifugadas e o sobrenadante teve seus agucares redutores
revelados pelo método ja proposto no item 2.2.3.3 — para cada replicata de reacéo foi feita uma
triplicada de leitura da absorbancia. Os brancos das reagdes foram conduzidos sob as mesmas
variantes, todavia, o coquetel foi adicionado depois que a reacéo estava no gelo.

2.2.4.4 Painel de substratos do secretoma

A reacgéo de 100 pL continha 1 pg de coquetel, 0,25% de substrato, tampé&o 50 mM de
acetato de sdédio pH 4,8, azida 0,02%. Devido a solubilidade a reacdo com os substratos de i) a
vi) foi incubado por 120 minutos sob agitagédo, enquanto os substratos de vii) a xiv) sem agitacéo
por 30 minutos. A temperatura para as reacdes foi baseada na curva de temperatura 6tima e
foram estabelecidas como: 40 °C para o secretoma do cultivo com BEKP e 60 °C para o
secretoma de SCBSE e SCBIN. Os acgucares redutores foram determinados como proposto no
item 2.2.3.3.
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2.2.5 Anotacdo, apresentacdo gréafica e analise estatistica da composicao e atividade do

secretoma em diferentes biomassas

Todas as sequéncias de proteinas identificadas foram verificadas com o auxilio do
programa BLASTP,!’ e a anotacdo da mais provavel fungio da proteina pesquisada respeitou
0s seguintes parametros do alinhamento: e value < e™°; identidade > 50%; cobertura > 80%. Os
dominios da proteina eram consultados pelo banco de dados CDD (do inglés, Conserved
Domains Database) do banco de proteina do NCBI.**® Quando identificado possivel dominio
de atividade em carboidrato (CAZy), era utilizado o programa SignalP (versdo 4.1)''° para
identificacdo de peptideo sinal e o programa ProtParam?° para computar os valores de massa,
numero de aminoacidos e ponto isoelétrico (pl). Para consultar a possivel localizacdo celular
das proteinas, as sequéncias foram analisadas pelo programa FunSeckB2 que prediz a
localizacdo celular da proteina baseado no consenso de varios programas de predicdo!?! e no
DeepLoc-1.0.122

Os termos GO das proteinas ndo CAZymes foram anotados através do correspondente
termo KO gerado pela busca no banco de dados Kegg*?® através da sequéncia de aminoacidos.
Quando néo era retornado correspondéncia, o termo GO era anotado manualmente utilizando o
site AmiGO.?* Para cada busca, 0 KEGG retornava um valor de pontuagio para o termo KO,
que junto com o termo GO correspondente foi submetido ao programa REVIGO!?® para
computar a frequéncia da funcdo molecular dentro da lista de proteinas. Cada frequéncia é
relacionada a um valor de ocorréncia daquela funcdo, uma vez calculada ocorréncia, ela foi
normalizada para incluir as CAZymes e as proteinas hipotéticas. Cada representante dentro de
uma familia CAZy e cada proteina hipotética contribuia com valor de ocorréncia igual a um,
dessa forma foi possivel construir um grafico do tipo Treemap utilizando o programa
DrasticTreemap (Drastic Data). %5

As andlises estatistica de expressdo diferencial das CAZymes entre os cultivos foram
conduzidas utilizando o aplicativo XLSTAT para Microsoft Excel, em que foi aplicado o teste
de ANOVA de uma via por caracteristica e por grupo, para as corre¢des do teste post hoc foi
escolhido Benjamini-Hochberg e o nivel de significancia de 5%. As multiplas comparagdes aos
pares pelo teste de Tukey foram conduzidas para identificar as proteinas dentro dos cultivos
cujo nivel de expressdo diferem significativamente entre si. As analises de atividade
comparativa seguiram o teste de ANOVA e post hoc de Tukey. Apds selecionadas as proteinas
que diferem pelo menos entre um dos cultivos, foi conduzida uma analise de grupamento dos

dados utilizando a ferramenta Heat maps com escala de cores de vermelho a verde através do
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preto. Também analises de componentes principais do tipo covariancia foi realizada utilizando
0 mesmo aplicativo, onde foi possivel obter tabelas de correlagéo entre as variaveis/observaveis
e fatores, cos? das variaveis e das observacdes em relagdo as componentes principais e o grafico

biplot de correlacéo, coeficiente n/p, com corte para as variaveis de cos? = 0,75.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

2.3.1 Caracterizacao bioquimica dos coquetéis enzimaticos

O SCBIN é a biomassa remanescente do processo de moagem da cana de agUcar e possui
43,1% de celulose, 25,2% de hemicelulose e 22,9% de lignina. Em seguida, a SCBSE é uma
biomassa pré-tratada por explosao a vapor, onde a componente hemicelulose € majoritariamente
extraida, restando 6,6%, 57,5% de celulose e 32,5% de lignina.'?’ Por fim, a BEKP que é
basicamente uma biomassa branqueada apresenta 85,1% de celulose, 13,9% hemicellulose,
0,1% de lignina.'?® A biomassa sem pré-tratamento é mais complexa devido a presenca da
maioria das ligacGes entre as componentes da parede celular, que fidelizam a recalcitrancia
observada nessa fonte de carbono, enquanto a pré-tratada possui mais celulose, mas devido ao
processo térmico, a lignina hidrofébica se deposita novamente na forma de gotas sobre a parede
celular para minimizar o efeito do contato superficial com a &gua, favorecendo a oclusdo da
fibra de celulose, diminuindo a acessibilidade as enzimas,'?° além de promover a absor¢ao nao-
efetiva das mesmas sobre a parede celular.**® Enquanto que a polpa kraft de eucalipto
branqueada é uma biomassa majoritariamente de celuldsica cristalina tipo: Ia, If e 11,3133 uma
vez que grande parte das regides amorfas sdo atacadas durante o processo de pulping.t3*

Para obter o maior conteddo proteico para as analises, foi incluida uma etapa de lavagem
da biomassa remanescente do cultivo para dessor¢do das enzimas potencialmente ligadas. O
etilenoglicol 70% foi escolhido por ser eficiente em dessorver as proteinas ligadas e por nao ser
desnaturante. 130131 A Figura 9 mostra o perfil proteico secretado pelo fungo nas diferentes
condi¢es de cultivo em relagdo as proteinas livres e as adsorvidas. A concentragdo de proteinas
adsorvidas corresponde a massa de proteina dessorvida dos 4 mL de EG-70% que corresponde

ao cultivo dos 5 mL coletados.
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Figura 9 - Perfil das proteinas livres e adsorvidas & biomassa secretadas pelo fungo T. terrestris durante os dias de
cultivo nas diferentes fontes de carbono. A) SCBIN. B) SCBSE. C) BEKP
Fonte: Elaborada pelo autor

O maior contetdo de proteinas adsorvidas se encontra no SCBSE em comparacdo as
outras biomassas (Figura 9), onde o maior contetdo estava no sobrenadante. Isso se deve as
mudancas estruturais sofrida pela lignina devido ao tratamento de explosdo a vapor, que resulta
em maior adsorcdo ndo produtiva das enzimas a biomassa.*®® Dessa forma, esse tipo de pré-
tratamento introduz um alerta pois, pode dificultar a reutilizacdo do coquetel em possiveis
reatores e pode diminuir a populacdo de enzima efetivas para realizar a hidrélise do bagaco de
cana. Ao longo dos dias, a quantidade de proteinas livres em SCBSE aumenta até o quinto dia

e depois varia muito pouco, enquanto que a quantidade de proteinas adsorvidas aumenta até o
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4° dia e depois reduz conforme a biomassa é consumida no cultivo. Tendo como base o perfil
proteico de SCBIN que, apos atingido um platd de aproximadamente 0,08 mg/mL, mantem esse
valor até o final, o alcance desse platd sugere estar relacionado com a adaptacdo ao meio de
cultivo e consequente equilibrio entre crescimento e despolimerizacdo da biomassa. A condigédo
BEKP atingiu esse equilibrio ap6s o sexto dia.

O experimento de atividade degradativa do coquetel, em razdo da quantidade de
proteinas adicionadas a reacao (sobrenadante mais adsorvidas), foi realizado durante os dias de
cultivo (Figura 10 A). Essa relacdo considerou a quantidade de proteinas livres mais dessorvidas
e foi utilizada como um guia para a andlise das amostras por LC-MS/MS, juntamente com a
atividade proteolitica das enzimas livres (Figura 10 B). Assim, foi escolhido o 3° dia para o
cultivo em BEKP e 4° dia para SCBSE e SCBIN. Concomitante ao processo de hidrélise de
biomassa, foi avaliado o poder proteolitico do coquetel durante os dias de cultivo. A reacdo do
sobrenadante (sem a fracdo adsorvida) na presenca de azocaseina revelou um decréscimo da
proteolise no terceiro dia de cultivo em todas as biomassas analisadas e um aumento continuo
apos esse periodo (Figura 10 B). Ao final dos dias de cultivo se observa alguns picos (Figura
10 A), mas baseado no grafico da Figura 10 B), a quantidade de proteases no meio é bastante
significativa e intensa, podendo atuar sobre as CAZymes durante a determinagéo da atividade
do coquetel. O aumento da atividade proteolitica com o passar dos dias pode indicar caréncia
de nutrientes (fome), dessa maneira, a escolha ficou focada nos dias iniciais do cultivo para
melhor caracterizacdo das enzimas, sem que as proteases influenciassem de maneira expressiva

na degradacdo das proteinas e na contagem de espectros parciais das CAZymes.
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Figura 10 - A) Taxa de degradacdo da biomassa por quantidade de proteina secretada. B) Atividade de proteases
secretadas em azocaseina em fungdo da fonte de carbono.
Fonte: Elaborada pelo autor
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O perfil SDS-PAGE de proteinas do secretoma do dia escolhido para cada tipo de
cultivo estd ilustrado na Figura 11. O arraste observado é devido a utilizacdo de um extrato
bruto do meio, em que a presenca de inUmeros compostos podem interferir na coloracdo. A
Figura 12 apresenta o grafico da temperatura 6tima de cada secretoma frente a biomassa de
onde se originaram, com o intuito de estabelecer a melhor temperatura para a analise da
atividade especifica de cada coquetel, sobre substratos comerciais.

MW Is_g-ﬂi
M l SCBSE | | BEKP | | SCBIN

97 . —

30 .

20

Figura 11 - SDS-PAGE do secretoma de cada tipo de cultivo.
Fonte: Elaborada pelo autor

A decomposicdo da biomassa por BEKP apresentou um platd entre 30 °C e 60 °C,
sugerindo que as proteinas secretadas pelos fungos termofilicos contém mudltiplas enzimas
degradativas, algumas das quais apresentam atividade em temperaturas que chegam 60 °C,
enquanto outras demostram atividade em torno de 40 °C (Figura 12).*” Essa composi¢&o pode
estar associada ao comportamento mesofilico latente do T. terrestris, que também esta presente
em muitos fungos termofilicos.*® O perfil de temperatura 6tima em SCBSE apontou um pico
de atividade em 60 °C, sugerindo que um maior nimeros de enzimas nesse secretoma

apresentam maior atividade nessa temperatura do que as de BEKP por exemplo.
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Figura 12 - Temperatura 6tima de cada secretoma frente a biomassa de onde foram extraidas. Os asteriscos e 0s
hashtags representam na analise post-hoc da ANOVA os valores de atividade com p>0,05 entre as
temperatura do mesmo secretoma, significando que a hipdtese alternativa: existe diferencas entre as
temperaturas foi rejeitada.

Fonte: Elaborada pelo autor

O painel de substratos (Figura 13) ilustra a especificidade de cada secretoma: SCBIN é
um coquetel com ampla especificidade nos substratos testados; SCBSE tem maior atividade
contra polissacarideos de glucanos; BEKP apresenta efeito mais pronunciado nos substratos de
hemicelulose e pectina do que SCBSE. Os valores do painel sdo referentes aos acglcares
redutores na reacdo, ndo avaliando a atividade das enzimas oxidativas do C1 da ligacédo
glicosidica. Portanto, a analise fica sujeita, basicamente, a atividade das hidrolases do coquetel
e das oxidases do C4, pois a hidrélise preserva o grupo aldeido ou cetona livre para reagcdo com
o0 DNS.
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Figura 13 - Painel de substratos do secretoma do T. terrestris produzido na presenca de a) BBEKP, b) SCBSE e
c) SCBIN. Os asteriscos representam na analise post-hoc da ANOVA os valores de atividade com
p>0,05 entre as atividades dos coquetéis em um dado substrato, significando que a hip6tese alternativa:
existe diferengas entre as atividades dos secretoma em um dado substrato foi rejeitada.

Fonte: Elaborada pelo autor

2.3.2 Andlise da espectrometria de massas dos secretomas

Em termos quantitativos de expressdo, a analise por LC-MS/MS, com uso dos filtros
Protein Threshold: 5% FDR, Min # Peptides: 2, Peptide Threshold: 99%, totalizou 420
proteinas identificadas, sendo 6 contaminantes e 32 proteinas agrupadas por apresentarem
peptideos ambiguos. As possiveis funcBes moleculares das CAZymes foram apontadas
baseadas em analises de alinhamento local (BLAST),'*” em acordo com os programas de
anotacdo de dominios: CDD,**® Pfam,'*® InterPro.'® As proteinas com provavel atividade em
carboidratos foram divididas em categorias mediante a atuacdo ao substrato: celulases,
hemicelulases, pectinases, enzimas atuando em carboidrato especifico de parede celular de
fungo (FCW, do inglés, fungal cell wall).
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O total de 414 proteinas foram anotadas (unido dos trés secretomas), sendo que 48 séo
proteinas hipotéticas (HP, do inglés, hypothetical protein), 134 sdo possiveis enzimas com
atividade em carboidrato (CAZymes), dos quais 35 possuem dominios de ligacdo ao carboidrato
do tipo CBM, XynB e WSC (possivel dominio de ligacdo ao carboidrato). Das proteinas
hipotéticas, uma delas € a quarta mais secretada na condi¢cdo SCBIN com peptideo sinal predito,
massa de 35,8 kDa e pl de 6,80.
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Figura 14 - Distribuu_;ao das diferentes fungBes moleculares das proteinas identificadas no secretoma do T.
terrestris. As CAZymes foram separadas do agrupamento inicial de atividade e incluidas segunda
suas classes CAZy. As divisBes dentro de cada agrupamento colorido indicam os dominios
relacionados aquela funcéo. O retangulo “Fungdo molecular” retine fungdes ndo determinadas; GEF:
do inglés, Guanine nucleotide Exchange Factors; SSDB: do inglés, Sequence-Specific DNA Binding.

Fonte: Elaborada pelo autor

O treemap da Figura 14 inicialmente foi construido utilizando REVIGO!? e excluindo
as CAZymes e HP, apos, o gréafico foi complementado e normalizado com as HP e com as
familias CAZy contando o nimero de dominios GH, CE, AA e CBM encontrados. Por ele,
podemos visualizar a distribuicdo de fun¢Bes moleculares anotadas nos secretomas, em que
cada divisdo representa a funcdo molecular descrita dentro de cada aglomerado (representados
por cores). Das fungdes moleculares anotadas, foi anotada a presenca de reguladores e
repressores de transcricdo e enzimas relacionadas com ligacdo ao DNA e dominios proteicos.
Essas proteinas podem ser extremamente (teis para entender o comportamento do fungo no

nivel molecular e fornecer informacBGes de promotores e repressores da expressdo. Essas
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informacdes servem de base para o desenvolvimento de novos plasmideos de clonagem em
fungo filamentoso e edi¢éo de genoma visando o estabelecimento de novos chassis de expresséo
heter6loga. Também, chama atencdo fun¢bes moleculares relacionadas a via das pentoses
fosfato, como transcetolase., sugerindo que o T. terrestris tem grande capacidade de utilizar
acucares de cinco carbonos.

Outras enzimas como as enzimas PAD (do inglés, Pro-oxidant, Antioxidant, and
Detoxification enzymes) foram anotadas dentro dos secretomas analisados, elas sdo enzimas
detoxificantes e modificadoras de lignina/fenol, como catalase, superoxido dismutase (SOD),
peroxidase em geral, citocromo P450, glutationa S-transferase (GST) e aldo-ceto redutase, mas

seus papéis especificos na degradacéo da lignocelulose ainda precisam ser elucidados.!

A P C
Total ]’BEKP ‘ Celulases AAs
106
Hemicelulases Pectinases
BEKP BEKP
1 |
SCBIN SCBSE
B CAZymes 8 .
FCW Outras

SCBIN  /SCBSE pn.

Figura 15 - Diagrama de Venn. a) Secretoma total; b) CAZymes totais; c) CAzymes organizadas por dominio de
polissacarideo.
Fonte: Elaborada pelo autor

A condicdo BEKP teve o maior niumero de proteinas identificadas pela analise de LC-
MS/MS com 347 proteinas, seguido de 282 para SCBIN e 179 para o SCBSE (Figura 15 A).
Majoritariamente, as classes CAZy mais presentes sdo catalase, metalopeptidase, transcetolase
e glicosidases (Figura 14). Em relagdo as CAZymes, SCBIN totaliza 115, seguindo de 98 em
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BEKP e 74 em SCBSE (Figura 15 B); outros diagramas de Veen para cada divisdo das
CAZymes identificadas pode ser visualizada na Figura 15 C).

A relacdo entre o nimero de CAZymes e 0 numero total de proteinas identificadas foi,
aproximadamente, 0,46 para SCBIN, 0,44 para SCBSE e apenas 0,33 para BEKP, refletindo
diretamente na quantidade de enzimas presentes no secretoma. Pode indicar também as menores
atividades observadas no painel da Figura 13 para BEKP, ja que 33% do total de proteina
adicionada as reacdes correspondem a CAZymes. Os valores de NTSC e nimero de enzimas
para cada dominio estd detalhado na Tabela 2. Por ele, a razdo de NTSC pelo nimero de
enzimas € maior para a condicdo SCBSE, demonstrando que a quantidade secretada pode estar

diretamente ligada ao aspecto da biomassa em reter enzimas adsorvidas improdutivamente.

Tabela 2 - Valores do espectro total normalizado (NTSC) e o nimero (n.) de enzimas tipo CAZyme separado por
dominio de acéo e por tipo de cultivo. AAs: enzimas de atividade auxiliar; FCW: enzimas que atuam
em parede celular de fungo.

Enzimas BEKP SCBSE SCBIN
NTSC n. NTSC n. NTSC n.
Celulases 70410 15 104+20 10 84+10 15
AAs 100+20 24 130+20 21 140+20 29
Hemicelulases 30410 18 40+20 14 90+20 26
Pectinases 11+2 5 6+2 2 46+8 13
FCW 60+12 20 80+20 16 70+10 19

Fonte: Elaborada pelo autor

A classificacdo das 5 proteinas mais abundantes em cada condicdo pelo T. terrestris
(Tabela 3) chama a atencgéo, devido a presenca de catalase-peroxidase nas condi¢cbes BEKP e
SCBIN e uma proteina hipotética que aparece no SCBIN a qual possui peptideo sinal, mas
funcdo desconhecida. As catalase-peroxidases foram classificadas como AA2 segundo 0s
bancos de dados consultados, uma vez que estudos apontam essas enzimas com capacidade de
oxidar grupos fenois da lignina.'*> Um total de 20 proteases foram encontradas na analise e elas
podem possuir um papel importante na despolimerizacdo da parede celular, uma vez que as
proteinas ricas em prolina/hidroxiprolina, alanina, serina e treonina sdo encontradas na parede
celular e podem estar associadas com arabinogalactano Il (arabinogalactano associado a

proteina).1*3
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Tabela 3 - Classificacdo das proteinas mais secretadas pelo T. terrestris

BEKP SCBSE SCBIN
Proteina CAZy | NTSC Proteina CAZy | NTSC Proteina CAZy | NTSC
. . GH7- L GH7-
B-Glucosidase | GH3 21 +3 | Celobiosidase CBM 31+3 | celobiosidase CBM 202
PGK 19+1 | PGK 264 | PGK 18,4 £ 0,5
I GH7- . GH3- Catalase-
Celobiosidase CBM 15+ 2 | B-Glucosidase CBM 25+3 peroxidase 17+3
Catalase- 1542 | CDH AA3 | 24+3 | GAPDH 1543
peroxidase
Redutase de 13+2 | GAPDH 2343 | Proteina 14£2
oxido nitrico hipotética

Fonte: Elaborada pelo autor

Oito celulases unicamente secretadas foram anotadas e séo divididas entre as condigdes
BEPK e SCBIN; uma AAL, uma AA3 e duas GH16: endo-1,3-1,4-glucanase e liquenase foram
encontradas apenas em SCBSE e 4 AA9 apareceram apenas em SCBIN, juntamente com duas
AA8. Nenhuma enzima da familia AA2 foi reportada em CAZy database para T. terrestris, mas
em BEKP e em SCBIN foram encontradas uma enzima AAZ2 catalase-peroxidase,
possivelmente envolvida no processo de defesa contra a produgédo de H202, podendo atuar em
uma ampla gama de compostos aromaticos. 4?14 Curiosamente, uma catalase-peroxidase com
dominio WSC foi encontrada unicamente em BEKP e uma catalase-peroxidase 2 esta presente
em todas as condicBes. Vinte possiveis CAZymes anotadas ndo constam no CAZy database,
dentre as quais uma GH55, 11 AAs, 6 CEs e 2 com dominios CBM sem dominio catalitico

caracterizado.

2.3.3 Analise estatistica e de agrupamento das CAZymes

Avaliando a resposta do organismo entre a biomassa in natura e a biomassa pré-tratada,
seja ela por explosdo a vapor ou branqueada, as analises estatisticas da expressao diferencial da
quantidade de proteinas presentes em cada condigdo sdo capazes de apontar quais delas
sofreram modulacdo induzida pelo pré-tratamento, sendo possivel observar quais proteinas
possuem carater essencial na estratégia de obtencdo de energia frente a fonte disponivel (Figura
16).
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Figura 16 - NTSC das CAZymes diferencialmente secretadas entre os secretomas. Os retangulos coloridos
representam os principais dominios polissacaridicos de atividade das enzimas.
Fonte: Elaborada pelo autor

A anélise estatistica das CAZymes, identificou 73 enzimas diferencialmente secretadas
(p<0,05) entre as trés condi¢bes (Figura 16) e 13 HP diferencialmente secretadas entre as
condi¢des (dados ndo-mostrados). A analise e PCA foi conduzida para revelar a distingdo entre
0s secretomas e quais as principais enzimas responsaveis pela variancia observada entre eles
através do mapa fatorial biplot (Figura 17), em que os fatores 1 e 2 explicam 92,79% da
variancia observada entre todas as condi¢6es. O Fator 1 representa 90% da variacdo em SCBSE,
72% em SCBIN e 15% em BEKP e corresponde a 70,49% da variabilidade dos dados, enquanto
que o Fator 2, representa 76% da variabilidade presente em BEKP, mas compreende apenas a

22,29% da variabilidade de todas as condicdes de cultivo.
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Figura 17 - Biplot de correlagdo da analise de PCA das enzimas com cos?>0,7 de acordo com o secretoma de
origem. Principal dominio de atividade, C: celulose; H: hemicelulose; P: pectina; F: FCW. O nimero
apos o ponto identifica uma Gnica enzima da familia.

Fonte: Elaborada pelo autor

Considerando as contribuices (cosseno?) das variaveis descritivas igual ou maior que
0,75, o secretoma BEKP esté correlacionado positivamente com GH3.2 (B-glucosidase), AA2.3
(L-ascorbate peroxidase), GH31 (a-glucosidase), GH94 (acido celobibnico fosforilase), e
negativamente com CE1.1 (feruloil esterase) como caracteristicos de seu secretoma. O SCBSE
apresenta correlagdo positiva com GH76.3 (endo a-1,6-mananase), GH17 (glucano f-1,3-
glucosidase), GHnc (nc: do inglés, non classified; relacionada com proteina GPIl-ancorada de
organizacdo da parede celular ecm33), AA3.1 (celobiose desidrogenase), AA3.2 (GMC
oxidoredutase), GH55.1 (exo B-1,3-glucosidase), GH114 (endo-a-1,4 poligalactosaminidase),
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AAT7.2 (&lcool oxidase), GH15 (glucoamilase), GH6.1 (B-1,4- celobioidrolase), GH72.1 (B-1,3-
glucanosil transglicosilase), CE10.2 (carboxil esterase), GH72.3 (B-1,3-glucanosil
transglicosilase), AA3.3 (celobiose desidrogenase), AA3.5 (GMC oxidoredutase), e
CE10.1(colinesterase). Enquanto o secretoma em SCBIN € correlacionado positivamente com
uma GH2.1 (B-galactosidase), GH20 (B-hexosaminidase), AA7.3 (gluco oligosacarideo
oxidase), AA2.1 (catalase-peroxidase), GH10.2 (endo-p-1,4-xilanase), CE16.2 (acetil esterase),
GH43.2 (B-1,4-xilosidase), GH7.5 (B-1,4-endoglucanase), GH53 (endo-pB-1,4-galactanase),
GH81 (endo-p-1,3-glucanase) e GH28.1 endopoligalacturonase). De acordo com o fator 1, 0s
secretomas de SCBIN e SCBSE séo negativamente correlacionados.

O grafico da intensidade das celulases e enzimas com atividade auxiliar
diferencialmente secretadas (Figura 16) mostram que as distintas condic¢des de fonte de carbono
modularam os niveis de secrecdo destas proteinas. Na condicdo SCBSE houve um aumento da
secrecdo das enzimas celuloliticas como: celulose 1,4-B-celobiosidase GH7, B-glucosidase
GH3, B-glucosidase GH1, B-1,4-endoglucanase GH7 e B-1,4-glucano celobioidrolase GH6. A
condicdo BEKP contém uma B-glicosidase GH3 exclusivamente secretada e a condi¢do SCBIN
possui enzimas exclusivas da familia GH6 e GH5.

A atividade contra substratos celul6sicos, mensurada para as trés condices, € distinta
em AVICEL (p<0,05), enquanto que em CMC, SCBIN e SCBSE s&o semelhantes e maiores do
em BEKP (Figura 13), visto que é a condigdo com menor quantidade de celulases detectadas.
Era esperada alguma diferenca estatistica de celulases em BEKP em relacdo aos cultivos que
pudesse gerar hipdteses a respeito da utilizacdo de biomassa branqueada. No entanto, no
contetido de celulases anotados nado foi identificada nenhuma em especial para 0 BEKP, o que
sugere que a celulose disponivel nas diferentes biomassas ndo regule a expressao diferencial de
nenhuma celulase em particular, levando a hipotese de que a degradacdo da celulase esteja
relacionada a um mecanismo sinergético entre as enzimas secretadas, ao passo que o0 secretoma
se caracteriza pela intensa atividade hidrolitica e oxidativa. Também, a atividade do painel pode
estar mascarada devido ao método de detecgédo de acUcares redutor utilizado para mensurar a
atividade, excluindo a lise da ligag&o glicosidica dos polissacarideos oxidados no C1.

Na condicdo SCBSE em relagdo aos outros, o aumento observado das celulases foi
acompanhado pelo aumento em AAs, principalmente, por uma celobiose desidrogenase (CDH),
previamente descrita,'*> e uma GMC oxidorreductase. Outras enzimas de atividade auxiliar
tiveram um aumento discreto nessa condigdo, como AA9 e AAT7. A presenca de CDH, AA3 e
AA12 no secretoma do T. terrestris, pode estar relacionadas com a transferéncia de elétrons

entre elas e as AA9s.1461%0 Em termos de NTSC, a relagdo entre as AA9 e AA3, identificadas
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nas condi¢cbes SCBIN e SCBSE, sdo invertidas: enquanto SCBIN tem mais NTSC para AA9
do que para AA3, SCBSE apresenta mais para AA3 do que para AA9, sugerindo que a presenca
de lignina na biomassa ndo-tratada seja uma possivel fonte de elétrons para a atividade oxidativa
das AA9.151'152

Por outro lado, os aumentos da expressdo de AA3 e AA7 podem estar relacionados a
sinergia observada entre CDH e CBH 1,53 possivelmente, também entre oxidases de
oligossacarideo e celulases/xilanases,*>* em que a formagdo dos &cidos gluconicos a partir do
produto das CBH atenuaria o feedback negativo sofrido pelas celulases/xilanases.*>**® Ainda
em relacdo a atenuacdo promovida pela formacéo de oligossacarideos oxidados, a deteccdo de
uma acido celobidnico fosforilase GH94 na condicdo BEKP aponta para uma possivel solucéo
ao processo de inibicdo pelo produto, que B-glucosidases podem sofrer quando atuam sobre
acido celobidnico — produto da acdo combinada de AA9 e CBH, e da CDH sobre celobiose. O
acido D-glucbnico, formado pela catélise da p-glucosidase, atua como um forte inibidor ndo-
competitivo delas, além de ser um substrato ruim,®>%" o que pode comprometer a obtencéo de
carbono pelo fungo. Dessa maneira, é sugerido que a acido celobibnico fosforilase, GH94, tem
um papel importante em muitos fungos celuloliticos, pois catalisa a conversdo reversivel
intracelular de &cido celobidnico em glicose fosfato e acido D-glucdnico, onde sdo convertidos
em metabolitos secundarios e direcionados para vias como a glic6lise e a via das pentoses
fosfato.1®81%% A geracio de produtos potencialmente inibidores pela degradacio de
oligossacarideos oxidados, mais a presenca de fosforilases, podem indicar uma adaptacédo
evolutiva de microrganismos oxidativos frente a competitividade pela captacdo de carbono na
natureza. 1sso ainda levanta hipotese a respeito da estrutura e fungdo das f-glicosidases e CBHs
do T. terrestris, que podem responder de modo diferente ao feedback negativo dos tipos de
produtos.

Em relacdo & cana-de-agucar, por volta de 10% da composi¢do da parede celular é de B-
glucano,*? com isso, a menor expresséo diferencial de uma endo-B-1,3-1,4-glucanase em BEKP
(Figura 16) pode ser uns dos motivos pela menor atividade observada em B-glucano e liquenano
desse coquetel (Figura 13), gerando pouca sinergia devido a baixa expressdo de enzimas que
atuam em substrato com ligacdes glicosidicas p-1,3-1,4. Levando em conta que as celulases
podem atuar em B-glucano, o NTSC desses tipos de enzimas em BEKP também é o menor dos
trés coqueteis.

A composicdo da parede celular da cana-de-agUcar conta com 8% de pectinas, dentre as
quais homogalacturano, arabinogalactano e arabinano.'? Analisando aos substratos pécticos do

painel da Figura 13, em galactano péctico, em que SCBIN ¢é o coquetel mais ativo, seguido por
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BEKP e SCBSE, a diferenca pode corresponder & expressao diferencial de endo-p-1,4-
galactanase GH53 entre as condigdes.®! Diferentemente em arabinogalactano, em que as endo-
B-1,6-galactanase GH5 e galactano-p-1,3-galactosidase GH43 unicamente secretadas em
SCBIN e B-galactosidase GH2 (Figura 16) ndo foram suficientes para produzir diferencas
significativas (p=0,106) de atividade entre os coquetéis. A natureza mais sollvel dessa pectina
pode ser perdida durante o processo de moagem nas usinas'#%2 e constituir uma fragio menor
da fonte de carbono SCBIN emaranhado a celulose. Isso sugere que essas enzimas secretadas
diferencialmente possam ser especificas a estrutura de arabinogalactano da cana-de-agUcar e
nédo a de larico do painel, onde o residuo B-1,6-galactopiranose (Galp) ligado ao esqueleto f3-
1,3-Galp pode conter residuos a-1,4-L-arabinofuranose (Araf) ou -1,6-Galp; diretamente a
cadeia principal podem estar ligados também [-1,4-Galp-1,6-B-Galp, ou o-1,6-Araf
(informacdo disponivel do substrato comercial da MEGAZYME). A atividade apresentada no
painel pode ser devido as enzimas capazes de atuar em arabinogalactano de lari¢o, mas que séo
igualmente presentes nos secretomas.

O polissacarideo majoritario na pectina de cana-de-agticar € o homogalacturonano,'? em
que a metil-esterificacdo de acido galacturdnico desempenha um papel nas propriedades fisicas
da pectina,*'%® em vista disso, uma metil esterase de pectina CE8 é unicamente secretada em
SCBIN (Figura 16), o que sugere estar relacionado com a trans-esterificacao de ligacdes metil
éster em homogalacturano, facilitando sua degradacdo por poligalacturonases. A atividade do
coquetel SCBIN em &cido poligalacturdnico indica a presenca de enzimas (GH28) capazes de
atuar nesse polissacarideo e em sinergias com as CE de pectina, uma vez que
endopoligalacturonases preferem substratos ndo-esterificados.64-16

As acetil esterases e também CE16 podem promover a deacetilacdo de xilanos para que
xilanases possam degradar completamente esse polissacarideo.%® As feruloil esterases (Figura
16) sdo importantes enzimas na desesterificacdo de polissacarideos como pré-tratamento da
biomassa para facilitar 0 acesso das hidrolases e oxidases de glicosideo aos polissacarideos
interligados por ésters de feruloil ligados a arabinoses e galactoses terminais em hemicelulose
e pectinas; além de outras aplicagcBes biotecnologicas, como na producdo de compostos
fenolicos com capacidade antioxidante.6’

A presenca de arabinoxilano (40%) e xiloglucano (8%), em cana-de-agticar*? sugere que
essas componentes sejam responsaveis pela expresséo e diversificagcdo das enzimas em SCBIN,
capazes de atuar em polissacarideos baseados em xilose. A expressdo de endoxilanases,

principalmente GH10, arabinofuranosidases, p-xilanases (Figura 16), podem ser responsaveis
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pela alta atividade do coquetel SCBIN nos substratos testados: arabinoxilano, xiloglucano e
xilano, uma vez que 0s outros coquetéis possuem menores quantidades dessas enzimas.

H& também a necessidade de se correlacionar xilanases com arabinofuranosidades, visto
que arabinoxilano € o maior constituinte da hemicelulose e a sinergia entre essas enzimas leva
a sacarificacdo completa desse polissacarideo. Nesse sentido, destaca-se a presenga de uma a-
L-arabinofuranosidade GH62 diferencialmente secretada em SCBIN, o que pode contribuir
com as diferencas observados no painel da Figura 13, muito embora uma outra GH62 esteja
presente em SCBSE, mas em baixa quantidade.

O xiloglucano é a hemicelulose que mais interage fortemente com a celulose através de
ligagéo de hidrogénio. Ele pode ser encontrado em menor quantidade na parede de cana-de-
acucar (SCBIN) e em maiores quantidades na parede de dicotileddneas, como o eucalipto.'*168
Em vista disso, mediante a presenca de 13,9% de hemicelulose no BEKP, acredita-se que reste
uma parcela aderido a celulose ap6s os tratamentos de pulping e branqueamento, 0 mesmo pode
ser sugerido para o SCBSE. Dessa forma, a xiloglucanase presente nos trés secretomas (Figura
16) indica que essa enzima tem participacdo na clivagem desse polissacarideo fortemente
aderido a celulose, para dar acesso as enzimas que atuam nela. A atividade nesse polissacarideo,
no painel da Figura 13, reflete a proporcdo dessa enzima nos secretomas, 0 que pode estar
relacionado ao conteudo apresentado pelas biomassas desse polimero. 1sso pode indicar um
papel crucial dessa enzima durante o processo de degradacdo enzimatica da celulose, que pode
representar uma vantagem ao empecilho imposto por essa recalcitrancia.

A propdésito, o coquetel de SCBIN € o Gnico que apresenta uma GH10 (THITE_48486)
codificada pelo gene xynA, sendo a segunda mais secretada dessa familia. J& a GH10 mais
secretada (THITE_2117649) nessa condicédo € codificada pelo gene xynB e ndo corresponde a
mais secretada nas outras biomassas, sendo substituida por outra GH10 (THITE_2116333),
passando a ser a segunda mais secretada nelas. Segundo estudos, a GH10 codificada pelo gene
XynA é uma exo-oligoxilanase que pode atuar sinergicamente com endo-xilanase (xynB) no
processo de infeccdo em plantas e obtencdo de nutrientes.!®® Fazendo uma abordagem de
biologia sintética, isso pode indicar que inicialmente 0s genes sdo co-expressos, apos um limiar,
a expressdo do gene xynA é regulado pela presenca de xilose, e a expressdo xynB é regulado
pela expressao de xynA. Quando ndo ha xilose disponivel, cessa a expressdo de xynA, que em
baixa concentragdo diminui a expressdo de xynB. Dessa forma, parece que xynA apresenta um
importante papel nas bases moleculares de degradagéo de xilano pelo T. terrestris.

A andlise diferencial de expressdo ndo apontou diferencas significativas entre manano
endo-B-1,4-mannosidase GH5 (p=0,183) e a-galactosidase GH27 (p=0,456) identificadas no
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secretoma, mas a atividade dos coqueteéis frente aos substratos manano, galactomanano, foram
capazes de produzir diferenca estatisticamente significativa entre eles (p<0,001). Isso leva a
suposicdo de que alguma enzima com outra funcdo possa ter atividade nesses substratos,
embora a presenca, mesmo que baixa, de (gluco) manano pode ser encontrada em parede celular
de cana de aglcar.'® Mas deve-se levar em conta as limitacdes estatisticas e outros fatores, como
a taxa de descoberta falsa (FDR) para ndo "contar" espectros de baixa qualidade em LC-MS/MS
— uma proteina presente em pequena quantidade em relacdo as demais pode fornecer medicgdes

quantitativas menos robustas,*”

podendo ser excluidas da lista de proteinas identificadas e
prejudicar a quantificacdo precisa dessas enzimas.

Continuando, existe uma diferenca significativa de atividade entre o arabinano
desramificado e arabinano de beterraba (Figura 13) nos coquetéis (BEKP: p=0,022; SCBSE:
p=0,002; SCBIN: p=0,001), que reflete a especificidade ao substrato das diferentes familias de
arabinofuranosidases: GH2, GH3, GH43, GH51, GH54 e GH62 (Figura 16)."* E possivel
elaborar que a endo-a-1,5-L-arabinanase GH43 pode atuar processivamente, ou ndo, em
arabinano desramificado, fornecendo 1,5-a-L-arabinofuranosil oligosacarideos pequenos, que
servem de substratos para as GH51 abfAl’? e também para GH62 e GH54. Ja o polimero
arabinano sofre principalmente agio das GH54 e GH62, que remove arabinofuranose da cadeia
lateral, que sdo ligadas por a-1,3 ao esqueleto de arabinose. As GH43 também podem atuar em
arabinano, mas muito devagar, podendo aumentar conforme as arabinoses da cadeia lateral véo
sendo removidas. Assim, acredita-se que a diferenca na atividade entre os tipos de arabinanos
testados resida na maior sinergia entre as enzimas GH43 e GH51 abfA.

A secrecdo das enzimas que agem sobre parede celular de fungo, FCW (Figura 16)
podem estar envolvidas em inimeros processos quitinoliticos, dependendo da disponibilidade
de substrato. A atividade em quitosana e a taxa de crescimento do microrganismo ndo foram
medidos, mas a secrec¢do dessas enzimas podem estar relacionadas & processos de modificacéo
e reciclagem da propria parede celular (GH72, GH17, GH16),}"® fome (GH55, GH18, GH81),
entre outras.!™ As enzimas GH72, GH17 e GH16 foram encontradas no mesmo nivel nas
culturas de T. terrestris em glucose, alfafa e aveia.*’ Mas a presente anélise de proteinas
diferencialmente secretadas ndo identificou 0 mesmo nivel entre SCBSE, SCBIN e BEKP.

A analise de componentes principais, indica a correlacdo positiva entre as enzimas da
familia 76, 55, 16, 72, 17 e a GHnc com contribui¢éo para o Fator 1 acima de 0,7 e localizadas
no mesmo quadrante que se encontra a condigdo SCBSE (Figura 17). Assim, sugerindo que a
expressao dessas enzimas contribui para as caracteristicas desse coquetel, enquanto que GH20

e GH81 descrevem melhor SCBIN. Enzimas modificadoras de B-1,3-glucano (FCW) séo
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essenciais para a morfogénese de parede celular do conideo e crescimento do micélio;">17®
GH20 e GH18 sdo importantes para utilizacdo de substratos quitinosos como fonte de
nutrientes;*”” GH16 podem estar envolvidos na ligagdo entre p-1,6-glucano e quitina;t817
GH76 sao especuladas por estarem envolvidas na ligacdo cruzada de proteinas GPI-ancoradas
na parede celular, atuando como transglicosilases;'®° enquanto que GH72 é provavelmente
presa a membrana celular através de ancora GPI e pode estar associada a remodelacdo estrutural
da parede celular fangica, através do direcionamento da elongacdo de cadeias de f-1,3-
glucano.'”® Por fim, embora sem classificacdo para a familia CAZy, o registro da sequéncia
RefSeq do NCBI da GHnc traz anotada a predicdo de uma ancora GPI, supondo que a enzima
possa estar envolvida na remodelacdo da parece celular fingica. Com isso, 0 conjunto dessas
enzimas indicam uma atividade de biogenesis, reestruturacdo e auto degradacdo da parede
celular, que devido as caracteristicas apontadas pela PCA, sugere ser maiores na condicao
SCBSE.

Uma caracteristica da biomassa SCBSE é sua capacidade de adsorver celulases, de
forma improdutiva, 0 que leva a diminuicdo do processo de obtencdo de carbono pelo
organismo. Esse efeito pode ser estressante para 0 microrganismo levando ao aumento
observado no nivel de sintese de algumas das CAZymes identificadas em SCBSE atuando em
parede celular de planta. Concomitante a isso, a necessidade de sintese de novas enzimas pode
estar relacionado com o crescimento de hifas exploradoras, que geralmente esta associada com
uma taxa de secre¢io enzimatica maior.1%8! |sso corrobora a uma maior sintese das proteinas
atuando em FCW observado em SCBSE, que supostamente podem ser responsaveis pela
modulacdo e biogénese da parede celular das hifas. Outras proteinas mostraram expressao
diferencial entre as fontes de carbono (Figura 16), como aquelas atuando em metabolismo

primario e catabolismo (GH31, GH15), ou em galactosaminoglicano (GH114).
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Figura 18 - Heatmap das CAZymes diferencialmente secretadas. E possivel identificar pelas cores os grupos de
enzimas que caracterizacao cada secretoma estudado. Principal dominio de atividade, C: celulose; H:
hemicelulose; P: pectina; F: FCW. O nimero apds o ponto identifica uma Gnica enzima da familia.

Fonte: Elaborada pelo autor
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O heatmap apresentado na Figura 18, normaliza e organiza as CAZymes
diferencialmente secretadas de acordo com sua expressdo em cada biomassa com a finalidade
de descrever, através da inspecao visual, 0s grupos de enzimas predominantemente encontrados
entre cada tipo de cultivo. De posse disso, pode-se dizer que o0 secretoma de BEKP apresenta
maior atividade de B-glicosidase, amilase e catalase-peroxidase com pouca atividade de xilano
esterases (CE5) como principais caracteristicas desse cultivo. SCBSE possui alto carater de
enzimas atuando em modificacdo da parede celular fangica, bem como atividade celulolitica e
oxidativa, pois a composicdo dessa biomassa € majoritariamente de celulose pré-tratada.
Quanto as CE10 que aparecem apenas nessa condicao, as informacgdes sobre essa classe foram
retiradas do CAZy, porque a maioria dos seus representantes possui atividade em substratos
ndo-carboidrato, levando a indagacdes sobre o papel delas no secretoma de SCBSE.

Um fato curioso é que SCBIN e SCBSE compartilham a mesma origem vegetal, mas
compartilham poucas enzimas com alta expressao: um representante de cada familia de CEL,
CE5, GH16 e AA9 (Figura 18). A atividade da CE1 e da CES5 indica que a hemicelulose
remanescente depois do pré-tratamento do SCBSE ainda preserva as ligacdes ésteres em
arabinoxilano, que podem estar associadas a liga¢fes cruzadas com outros polissacarideos e
lignina, conferindo recalcitrancia & biomassa. Adicionalmente a isso, celulases GH5s s&o muito
mais secretadas em SCBIN, enquanto que as GH6 e GH7 que aparecem sdo distintas entre os
dois secretomas. A expressao diferencial dessas enzimas podem estar associadas a
disponibilidade dos tipos de celulose dessas biomassas, porque as regides amorfas e alomorfas
(celulose Ia, celulose IB, para-cristalina) da celulose sdo hidrolisadas em diferentes taxas pelas
celulases, sendo que as regides ndo-cristalinas, para-cristalina e Io sdo mais susceptiveis do que
a IB na fase inicial de degradacéo, atingindo taxas similares tardiamente.!8?

A biomassa do bagaco oriundo do processo de moagem nas usinas (in natura) pode
apresentar fragdes dos polissacarideos da hemicelulose e pectina — como arabinoxilano, -
glucano, xiloglucano, homogalacturonano, arabinogalactano e arabinano'® — bem como
preservar as ligacdes cruzadas existentes entre os dominios presentes na planta. Como se vé na
Figura 15 e 17, isso faz com que fungo seja capaz de secretar um arsenal de enzimas muito mais
diversificado que nas outras condig¢Oes de cultivo, caracterizando a natureza mais complexa

dessa biomassa e permitindo propor um mecanismo de a¢do do organismo (Figura 19).
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Figura 19 - Mecanismo de degradacdo da parede celular da cana de aglicar'* proposto para o fungo T. terrestris. O
fungo degrada todas as partes da parede celular ao mesmo tempo de forma equilibrada e utiliza as
esterases de carboidrato para ter acesso a porcao recalcitrante conferida pelas ligac6es esteres cruzadas
do arabinoxilano. A 4cido celobidnico fosforilase (GH94) catalisa a conversdo reversivel intracelular
de acido celobidnico em glicose fosfato e &cido D-gluc6nico, onde sdo convertidos em metabdlitos
secundarios e direcionados para vias como a glicélise e a via das pentoses fosfato. A utilizacdo de
compostos oxidados pode indicar uma vantagem evolutiva dos organismos celuloliticos/oxidativos,
pois esses produtos sdo inibidores de CBH e f-glicosidases.

Fonte: Elaborada pelo autor

Dessa forma, comparando o NTSC das enzimas que atuam em hemicelulose, pectina e
celulose (Tabela 2), com o heatmap (Figura 18) e a origem do secretoma, percebe-se que ha
expressao de hemicelulases, celulases e AA9s em todos 0s secretomas, mas pectinases sO sdo
altamente secretadas em SCBIN. Entdo, € sugerido que o mecanismo de degradacdo adotado
pelo T. terrestris, inicialmente, € atacar ao mesmo tempo a hemicelulose, pectina e celulose.
Concomitante, as CEs possuem papel imprescindivel na quebra das liga¢fes cruzadas do
arabinoxilano para dar acesso aos polissacarideos da parede vegetal da SCBIN, indicando que
essa recalcitrancia € a maior barreira durante o acesso das enzimas ao SCBIN e o0 mecanismo

preferencial adotado pelo T. terrestris para acessar os polissacarideos.
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Visto que apenas duas AA2s foram encontradas em SCBIN (a lacase apareceu apenas
na condicdo SCBSE), acredita-se que 0 mecanismo empregado por essa classe de enzimas seja
adotado mais tardiamente conforme vai se esgotando os polissacarideos ndo relacionados com
a lignina. A expressao das enzimas glicoliticas é acompanhada pela expressdo de enzimas
oxidativas, mantendo um equilibrio no fornecimento de monossacarideos oxidados para
abastecimento de carbono privilegiado ao metabolismo primario do fungo através da GH94
(Figura 19). Esse equilibrio é importante porque, evolutivamente, é desvantajoso disponibilizar
uma grande quantidade de monossacarideos no meio, pois isso favorece o crescimento de outros

organismos que competirdo pela sobrevivéncia.

2.4 CONCLUSAO

As conclusdes a respeito do potencial oxidativo das enzimas presentes no secretoma do
T. terrestris corroboram com os resultados que ja foram reportados previamente.*” Mas ainda
sd0 necessarias investigacOes a respeito do mecanismo de sinergia da despolimerizacdo da
parede celular entre as principais enzimas oxidativas e classicas, bem como a assimilacdo dos
substratos oxidados pelo organismo, a fim de compreender as bases moleculares que regem a
despolimerizacgdo de biomassa recalcitrante e seu uso pelo fungo.

O efeito de um pré-tratamento a explosao a vapor do bagaco de cana-de-aglcar sobre a
expressao de CAZymes pelo fungo filamentoso T. terrestres apontaram caracteristicas que
podem ser limitantes ao processo de despolimerizacdo da celulose para aplicacBes em
biocombustiveis e o seu uso direto deve ser repensado para minimizar os efeitos de adsorcdo
ndo-produtiva das enzimas a biomassa. O rico arsenal de enzimas que atuam na hemicelulose e
pectina demonstram o grande potencial em aplicacBes biotecnoldgicas, como, por exemplo, a
obtencédo de pré-bidticos, compostos anti-oxidantes, insumos quimicos para indudstria quimica
fina, entre outros.

O presente estudo identificou 134 CAZymes de T. terrestris distribuidos entre os trés
tipos de cultivo, sendo que, 73 enzimas apresentam um nivel diferencial de expressao,
apontando um substancial efeito causado pela fonte de carbono sobre as proteinas secretadas.
Um numero maior de NTSC de CAZymes foi encontrado em SCBIN e SCBSE, enquanto que,
em SCBIN ocorre uma maior diversidade de enzimas, em SCBSE h& uma maior expressao de
algumas enzimas particulares, principalmente, celulases e AAs. Acoplando a isso, a dessorgédo

das enzimas a biomassa pré-tratada, SCBSE, pode vir a ser também uma interessante matéria-
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prima para a obtencdo de um coquetel simplificado de enzimas atuando na despolimerizacao
da celulose e como meio de autoinducgéo.

Por fim, esse trabalho apontou possiveis relacfes entre as enzimas secretadas pelo T.
terrestris em funcdo das caracteristicas da biomassa utilizada, trazendo conhecimento das
classes de enzimas mais utilizadas pelo T. terrestris para obtencdo do carbono frente a
biomassa. Levantou a necessidade de se caracterizar mais CAZymes, bem como a necessidade
de explorar outras enzimas, que podem ser adjuvantes ao processo de desconstrucdo da parede
celular vegetal e que podem exercer um papel impar na assimilagdo de carbono pelo T.
terrestris, auxiliando na consolidagéo da biomassa como fonte de green products.

Outros aspectos da contribuicdo desse estudo apontam para o desenvolvimento de novos
chassis de expressao e implementacao de rotas bioquimicas que podem auxiliar na fermentacao
de pentoses, contribuindo no campo de biocombustiveis, de desenvolvimento de novos
microrganismos para producdo de proteinas recombinantes e de biologia sintética, todos de

dominio publico.
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CAPITULO III

Expressdo Heterologa e Caracterizagdes Bioquimicas e Biofisicas de
(Hemi)celulases de T. terrestris

Figura 20 - Uma olhada em uma célula eucariota para ver como as proteinas sdo produzidas. O DNA no nicleo
¢ "lido" pela RNA polimerase e, em seguida, 0s ribossomos no citoplasma produzem uma cadeia de
aminoéacidos que se dobra em uma proteina funcional.

Fonte: RAGER183
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O presente capitulo propde evidenciar as distintas propriedades cataliticas e estruturais
das diferentes (hemi)celulases de T. terrestris.. Para a caracterizacdo das CAZymes de T
terrestris é necessario obter a enzima recombinante pura, nesse trabalho, foi utilizando dois
sistemas distintos de expressdo: fungo filamentoso e bacteriano, através de ferramentas de
biologia molecular. As particularidades de cada sistema expressdo serd abordada no decorrer
do texto. A expressdo heter6loga permite controle da sintese da proteina de interesse, obtencao
de maiores quantidades da proteina, facilita as etapas de purificacdo através de caldas
fusionadas, 0 aumento da solubilidade atraves de proteinas de fusdo, além de outras abordagens,
como mutacdes sitio dirigidas e quimeras.

A obtencdo de proteinas puras, o que € facilitado através da expressdo heterdloga,
garante maior clareza e precisdo das caracteristicas individuais. Além da funcdo da proteina, a
estabilidade também é funcdo da estrutura. Dessa forma, a aquisicdo dos atributos estruturais
correlacionados com as caracterizagbes bioquimicas, podem contribuir com o conhecimento
sobre essa relacdo, fornecendo subsidios para trilhar as bases moleculares responséveis por elas

e para sua manipulacdo a nivel molecular.

3.1 OBJETIVOS

Expressar em organismo heter6logo (fungo filamentoso ou bactéria) as enzimas com
atividade em carboidrato, que exibiram maior abundancia nos secretomas, ou que apresentaram
secrecdo diferencial, além daquelas com o potencial de aplicacdo em descontaminacao de agua.
Apb6s a obtencdo das proteinas recombinantes solUveis, caracteriza-las cineticamente,
determinar a estrutura tridimensional, avaliar sua tolerancia térmica e analisar seus potenciais

de aplicacdes biotecnoldgicas.

3.1.1 Objetivos especificos

+ Escolher e desenhar os oligonucleotideos iniciadores dos genes escolhidos;

+ Extrair o DNA gendmico (yDNA) do T. terrestris cultivado com glicose;

+ Amplificar atraves da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) 0s genes sem introns
e 0s que serdo expressos em fungo filamentoso utilizando o gDNA como molde;

¢+ Extrair o mRNA da cultura do T. terrestris em SCBIN e sintetizar a primeira fita de
cDNA (do inglés, complementary DNA);

¢+ PCR dos genes que serdo clonados em bacteéria utilizando o cDNA como molde;



85

¢+ Conduzir as reacOes de anelamento entre inserto e vetor de cada tipo de construgéo,
transformar em bactéria e fazer PCR de col6nia dos transformantes;

+ Extrair os plasmideos e direcionar a transformacéo nos sistemas de expressao heterologa
para cada construcao;

+ Escolha de transformante com maior nivel de expresséo da proteina de interesse soluvel;

+ Expressdo em larga escala e purificacdo das proteinas recombinantes;

¢+ Medir e deconvoluir o espectro de dicroismo circular e de Tm das amostras;

+ Determinar o estado oligomérico e testes de cristalizag&o;

+ Definir o pH e a temperatura 6timos das amostras, atividade especifica e cinética de
Michaelis Menten;

+ Testar a influéncia da temperatura de incubacéo em diferentes tempos e a influéncia de

fons na atividade das enzimas;

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Expresséo heterologa em fungo filamentoso e purificacdo das enzimas

3.2.1.1 Linhagens, clonagem, transformagéao e meio de cultura

O T. terrestris UAMH 3264 foi cultivado em meio suplementado e com glicose (sesséo
2.3.1) por 48 horas, depois o micélio fresco foi filtrado em papel (Whatman No. 1) e utilizado
no sistema FastDNA Kit (MP Biomedicals) para extragcdo de DNA genémico (JDNA).

Dois genes das enzimas hidrolases de glicosideos da familia 7 do T. terrestris foram
escolhidos para estudo. O gDNA do T. terrestris foi utilizado como molde na PCR (do inglés,
Polymerase Chain Reaction) usando Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs) para obtencéo dos genes amplificados e com as extremidades de sobreposicdo para
clonagem utilizando o método Gibson Assembly (Tabela 4),'®* O plasmideo pEXPYR® foi
incubado por uma hora a 37 °C com enzima de restricdo Xbal (New England Biolabs) para
linearizacdo e posterior amplificacdo por PCR para adi¢do das extremidades de sobreposicao

(Tabela). Os resultados das amplificagdes das PCRs foram analisados através de gel de agarose.
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Tabela 4 - Lista de oligonucleotideos iniciadores dos genes de escolha, DNA molde e plasmideo e tipo de
clonagem. Vetor e insertos com extremidade de sobreposi¢do para montagem tipo Gibson em letras

minusculas.
ifica- Oligonucleotideos iniciadores das fitas
IdenElflca Acesso | Molde |Plasmideo g -
¢ao Senso Antissenso
Ticel72 | XM_003| o DEXPYR/ |cattacacctcageaATGGCGCCCAA gﬁ‘ggfg?gggg@gig
' 653428 | ¢ Gibson GTCTACAGTTCTG GCC GTGCT
XM 003 EXPYR/ cattacacctcagcaATGACC gtccegtgeccggTTACTAGTTCT
TtCel7.3 - gDNA PE” CTACGGCTCCCTGTCATCAG | TCGTGGTAGACCCGATGT
649434 Gibson
Cc CGCC
Segato et i ccggcacgggacTTCTAGTGATTT | cattgctgaggtgtaatgATGCTGG
PEXPYR | ™ Jj0s  |PEXPYR AATAGCTCCATGTCAACA GGGTG

Fonte: Elaborada pelo autor.

A reagdo para montagem da construcdo entre vetor e inserto — que inclui a atividade 5°-
3’ da enzima T5 exonuclease — foi incubada por uma hora a 50 °C e continha 250 ng do gene,
50 ng de vetor e 5 ul de Gibson Assembly Master Mix (New England Biolabs). Apoés, a reacdo
foi transformada por choque térmico em E. coli DHS5a quimicamente competente'® — em
seguida, foi plaqueada em meio Luria-Bertani (LB) solido (15 g.L™* de agar) com ampicilina.
Apo6s incubacdo por 16 horas a 37 °C as col6nias foram escolhidas randomicamente para
confirmacdo da construcao por PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores dos proprios
genes atraves de analise em gel de agarose. As confirmadas, foram incubadas em LB com
ampicilina, 150 rpm, 37 °C por 16 horas para extracao e purificacdo do plasmideo com Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). As imagens dos géis de agarose foram
reveladas e analisadas através do equipamento Gel Doc EZ (Biorad) e pelo programa Image
Labv. 6.0.1 (Bio-Rad).

A transformacdo e selecdo em fungo filamentoso seguiu o protocolo proposto por
Segato et al.1% Aspergillus nidulans linhagem A773 (pyrG89;wA3;pyroA4) foi adquirido do
Fungal Genetic Stock Center (USA) e foi cultivado em meio minimo (sessdo 2.3.1) adicionados
de piridoxina (Img.L™?) , uracila e uridina (2,5 mg.L™ cada) em pH 6,5, 37 °C,%° a 37 °C, 180
rpm, por 16 horas. O miceélio foi coletado por filtracdo com filtro de papel (Whatman N°1),
lavado com 0,6 M de MgSOs e ressuspendido em 5 mL de DSPS (1,1 M de KCI, 0,1 M de &cido
citrico e pH ajustado para 5,8 com KOH e esterilizado por filtracdo) adicionado de 100 mg de
enzimas de lise de Trichoderma harzianum (Sigma Aldrich), 100 mg de lisozima de clara de
ovo de galinha (Sigma Aldrich) e 100 mg de fracdo de albumina bovina V (Sigma Aldrich). A
mistura foi incubada a 30 °C por duas horas a 100 rpm. Os protoplastos foram separados por

filtracdo com uma camada de membrana Miracloth (Calbiochem) e lavados duas vezes por
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centrifugacgdo a 4 °C, 4500xg por 10 minutos com 50 mL de STC (1,2 M Sorbitol, 50 mM de
Tris-HCI, 10 mM de CaCly, pH 7,5). O precipitado final foi ressuspendido em 1 mL de STC e
mantido em banho de gelo até transformacao.

Em um tubo tipo falcon de fundo redondo foi adicionado 10 pg de plasmideo em um
volume final de 50 pL de STC, 150 pL de suspensdo de protoplastos (~108) e incubado em
temperatura ambiente por 15-20 minutos. Apos, foi adicionado 2 mL de 60% de PEG 4000 em
STC, agitado cuidadosamente e incubado por 15-20 minutos em temperatura ambiente. A essa
mistura de transformacao foi adicionado mais 8 mL de STC e verteu-se 1 mL sobre placas de
meio minimo (sessdo 2.2.1) sélido (20 g.L™* de &gar) de recuperacéo de protoplastos e selecdo
de transformantes (1 mg.L? de piridoxina, 1,2 M de sorbitol, sem uracila, sem uridina e sem
acido 5-fluordtico). As placas foram incubadas a 37 °C e apds um dia, foram invertidas e 0s
transformantes foram selecionados durante o 2° e 3° dia pela reversdo da marca de auxotrofia,
conferindo a capacidade de crescer em meio ausente de uracila e uridina. Os transformantes
foram transferidos para placas com meio minimo sélido adicionado de 1 mg.L™* de piridoxina

para producéo de esporos.

3.2.1.2 Expresséo das proteinas recombinantes

Os esporos de cada transformante foram inoculados em placas de petri (60 x 15 cm)
com meio de expressdo: meio minimo (sesséo 2.2.1) adicionado de 1mg.L™ de piridoxina e 2%
de high maltose (WE Consultoria), em condicdes estaticas a 37 °C por dois dias para selecdo
do transformante com maior nivel de secrecdo da proteina recombinante. O controle da secrecao
foi o A. nidulans A773 transformado com vetor sem gene de interesse (denominado aqui de
vetor vazio) e o perfil secretado foi analisado por SDS-PAGE. A cepa com maior nivel de
expresséo foi escolhida para cultivo em maior escala.

O cultivo de um litro de meio foi filtrado com membrana Miracloth (Calbiochem) e
concentrado em Amicon Stired Cell (Millipore), utilizando membrana Biomax (Millipore), com
corte de 10 kDa até um volume entre 50 e 100 mL, quando foi adicionado igual volume de
tampdo 0,1 M de Tris (trisaminometano) pH 7,5 e novamente concentrado até 50 mL para

posterior purificacdo.
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3.2.1.3 Purificagdo

O cultivo concentrado e tamponado foi aplicado em coluna de troca iénica com resina
DEAE Sepharose CL6B (GE Healthcare Life Science), com fluxo por gravidade, equilibrada
com 0,05 M de Tris-HCI pH 7,5 e elui¢bes de 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1 M de NaCl.
As fracBes foram analisadas por SDS-PAGE e aquelas com a proteina recombinante foi
purificada em coluna HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR conectada ao cromatdgrafo Akta Pure
25M System (GE Healthcare Life Science) e equilibrada com tamp&o 50 mM de Tris-HCI pH
7,5, 150 mM de NaCl. As fragcbes com absorbancia em 280 nm foram analisadas em SDS-
PAGE.

Os géis de SDS-PAGE apds revelados com Coomasie Blue R-250 e analisados foram
documentados pelo equipamento Gel Doc EZ (Biorad) e pelo programa Image Lab v. 6.0.1
(Bio-Rad).

3.2.2 Expressado em bactéria e purificacdo

3.2.2.1 Linhagens, clonagem, transformac&o e meio de cultura

O RNA total foi obtido usando o sistema RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), onde o
micélio do fungo foi cultivado em meio com biomassa (BEKP, BCSE e SCBIN) de acordo com
a condicdo de expressdo da enzima de interesse nas diferentes fontes de carbono (sessdes 2.3.1
e 2.3.2). Apés extracdo do RNA total, ele foi tratado com DNase | Amplification Grade
(Invitrogen) e foi utilizado no sistema SuperScript™ [V First-Strand Synthesis System
(Invitrogen) para sintese do cDNA.

Os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados com purificacdo tipo Standard
Desalting (IDT/Belo Horizonte — MG). As PCRs para amplificacdo dos genes de interesse
foram conduzidas utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA polimerase (New England
Biolabs) para obtengdo dos genes amplificados com as caracteristicas de clonagem de acordo
como o plasmideo de expressao escolhido (Tabela 5): Champion pET SUMO (Thermo Fischer

Scientific) e pETTrx-1a e analisadas em gel de agarose.
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Tabela5 - Lista de oligonucleotideos iniciadores dos genes de escolha, DNA molde, plasmideo e tipo de clonagem.
Vetor Champion pET SUMO/TA utiliza clonagem tipo TA (pareamento timina e adenina) e o plasmideo
PETTrx-1a/LIC usa clonagem independente de ligagdo com extremidade de sobreposicdo (letras

minasculas).
ifica- Oligonucleotideo iniciadores das fitas
Ident~|f|ca Acesso Molde | Plasmideo d -
¢ao Senso Antissenso
Champion | - A cGCGACCTTCCAGG| TTAGAGGCACTGCGAGTA
TtAA9.1 | XM_003655332 | cDNA pET ACCTC GTACGG
SUMO/TA
Champion | - A cTCCATCTTCCAGA [ TTAGCAGGAGATCGGGGC
TtAA9.5 | XM_003648710 | cDNA pET
SUMO/TA GAGTCTCGGTC GGGTC
PETTrx- |cagggcgccatgGCCCCAAA | gacccgacgeggttaACTCAGCG
TtGals | XM_003654727 | cDNA | %y 1 | TTCTTCACCCTTC TATTTCTAACCATCG
gacccgacgeggttaCGGCTGCT
PETTrx- |cagggcgccatgGCCGGCGT
TtGH5.b | XM_003655881 | gDNA 12LIC | GGCOCTTCCGOTGCAC GCGTCAT%EI’CCCACATGT
gacccgacgceggttaGAGGCACT
pPETTrx- |cagggcgccatgCAGCAGGC
TtGH7.a | XM_003653460 | cDNA 1La/LIC CTGCACACTCACGG GGTAGTAC%AGTCGTTCA
ETTrc cagggcgecatgGCGCCGGC| gacccgacgeggttaCTGAGACA
TtXinl0A | XM_003650926 | cDNA pl ALIC GCTGGACAGCCGCCA |GCAGCTGGACAATGGCGT
G TGTAGGCAG
PETTrx- |cagggcgccatgGATGGCCT | gacccgacgeggitaCAAGCACT
Tex | XM_003654510 | gDNA | 4 |0 |CAACGTCCGGGCTAAG|GAGAGTACCAGTCGTTGG
. PETTrx- |cagggcgccatgGCCCCGGG|gacccgacgeggttaTGTCTCCTC
TEpXil43 | XM_003657108 | gDNA | %y 1 | CCCGGCGCAAAAC | CTGCCCGAGGCTGTCC
cagggcgecatgGGCCCTTG
pPETTrx- gacccgacgcggttaCGCCGCCA
TtAraf54 | XM_003649387 | gDNA 1a/LIC CGACATCTACGCCTCG ACCCCOTCTCCACCACCE
GGGGG
PETTrx- | cagggcgccatgTCTCCCCT | gacccgacgeggttaCTGATACG
Ttleel | XM_003656122 | gDNA | 7y |0 GAGTTTAGCG TCAAATACTCCTCTGG

Fonte: Elaborada pelo autor.

As clonagens tipo do LIC (do inglés, Ligation Independent Cloning)'®® seguiram o

protocolo disponivel online pelo Helmholtz Zentrum Miinchen.*®” A linearizacdo do vetor

PETTrx-1a/LIC foi feita utilizando Eco311 (Thermo Fischer Scientific), em seguida, a reacdo

foi analisada e purificada em gel de agarose com Agarose Gel Extraction Kit (Cellco Biotec) e

a obtencdo das extremidades de sobreposi¢do entre inserto e vetor pela T4 DNA polimerase

(Thermo Fisher Scientific), que apresenta atividade exonuclease 3°-5’ até ser balanceada pela
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atividade de polimerase através da inser¢do de um 2’-desoxirribonucleotideos 5’-trifosfatados
presente na reacdo — no caso do vetor um dTTP (2’-desoxitimidina 5’-trifosfato) e do inserto
um dATP (2’-desoxiadenosina 5’-trifosfato). O vetor e o inserto tratados e purificados com
PCR Purification Kit (Cellco Biotec) foram misturados na razdo molar 1:3 para proceder o
anelamento entre as extremidades.

Os insertos para as clonagens tipo TA com o plasmideo comercial linearizado Champion
pET SUMO, ap6s PCR, foram adenilados na extremidade 3 com Tag DNA polimerase
recombinante (Thermo Fischer Scientific): 1 mM dATP, 1x tampé&o de reacdo, 5U Tag, DNA
para 10 pL de reagdo, que foi conduzida em termociclador por 15 minutos a 72 °C. Em seguida
o inserto foi ligado ao vetor com T4 DNA ligase (Thermo Fischer Scientific) na razéo 1:1 pmol
em termociclador a 22 °C por duas horas e a 16 °C por dez horas.

Apds as etapas de anelamento e ligacdo das construcdes. As reacdes foram
transformadas em choque térmico em E. coli DH5a quimicamente competentes,'®® seguido de
plaqueamento em meio LB sélido (15 g.L! de &gar) com canamicina. Randomicamente as
coldnias que cresceram foram selecionadas para PCR de colénia com oligonucleotideos
iniciadores da regido promotora e terminadora da RNA polimerase do bacteriéfago T7 para
confirmacdo das construgdes através da visualizacdo em gel de agarose. As confirmadas foram
cultivadas em meio LB com canamicina para extracdo e purificagdo plasmidial com Fast-n-
Easy Plasmid-Prep (Cellco Biotec).

Aliquotas de 50 pL E. coli Rosetta-gami 2 DE3 (Novagem) quimicamente competentes
foram preparadas seguindo o mesmo protocolo da DH5a*® e transformadas por choque térmico
com os plasmideos contendo a construcao dos genes de interesse.

As imagens dos géis de agarose foram reveladas e analisadas através do equipamento

Gel Doc XR (Biorad) e pelo programa Image Lab v. 6.0.1 (Bio-Rad).

3.2.2.2 Expresséo das proteinas recombinantes

Os transformantes foram cultivados em frascos erlenmeyers com chicanas de 2 L com
500 mL de meio auto-indutor ZYP-5052'88 & 37 °C e 150 rpm até atingir densidade dptica de
0,6, momento em que a temperatura foi reduzida para 17 °C e a cultura foi mantida em rotagéo
por 16-18 horas. A cultura foi centrifugada a 4000xg a 4 °C por 40 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em tampédo 50 mM de Tris-HCI, 300 mM de NacCl,
0,5% de Triton X-100, 10% de glicerina, pH 8,0. Para a lise das células por sonica¢gdo em banho
de gelo, foi adicionado 1 mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), 5 mM de DTT
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(ditiotreitol), com ciclos de 10 segundos ligado, 15 segundos desligado. O lisado foi clarificado
em centrifuga a 30000xg durante 20 minutos e o sobrenadante foi separada para a etapa de

purificacéo.

3.2.2.3 Purificagao

O sobrenadante da etapa de clarificagdo foi carregado em coluna de bancada para
purificacdo por afinidade Ni-NTA (niquel-nitrilotriacético) agarose (Qiagen) com fluxo por
gravidade, utilizando tampdo de equilibrio 50 mM de Tris-HCI, 300 mM de NaCl, 10% de
glicerina, pH 8,0. As elui¢des ocorreram com a adi¢do de imidazol no tampéo de equilibrio nas
concentracdes: 10, 30 e 300 mM. Apos analisadas as eluices em SDS-PAGE, a fracdo
contendo a proteina recombinante foi dialisada para remocao do imidazol e clivagem com TEV
(do inglés, Tobacco Etch Virus) protease por 16 horas a 4 °C. Uma amostra dessa reacdo é
analisada por SDS-PAGE para verificar a clivagem e consequente deslocamento da banda no
gel devido a remocéo da proteina de fusdo e calda de histidina.

Novamente, a amostra foi aplicada na coluna de Ni-NTA agarose para separacdo da
proteina de interesse das demais: proteina de fusdo com calda de histidina, TEV protease, que
possui calda de histidina ndo clivavel, proteina ndo clivada e contaminantes que interagiram
com a resina. Geralmente, a fragdo ndo-ligada dessa etapa corresponde a proteina recombinante
e a eluicdo com imidazol é feita em uma Unica etapa, com 0,3 M. O volume com a proteina de
interesse é concentrada para ser aplicada em coluna de cromatografia por exclusdo de tamanho
(Superdex) acoplada ao Akta (GE Healthcare Life Sciences) em tamp&o 0,050 M de Tris-HCl e
0,2 M de NaCl, pH 8,0. As fracdes com absor¢do em 280 nm foram analisadas por SDS-PAGE.

As imagens dos géis de SDS-PAGE ap6s coradas com Coomasie Blue R-250 foram
adquiridas através do equipamento Gel Doc EZ (Biorad) e pelo programa Image Lab v. 6.0.1
(Bio-Rad).

3.2.3 Identificacdo por espectrometria de massas LC-MS/MS

A banda referente ao tamanho esperado da proteina recombinante foi recortada do gel
SDS-PAGE e preparado para digestdo em gel com tripsina seguindo o protocolo estabelecido
pelo LNBio (Laboratério Nacional de Biociéncias).'® Os fragmentos tripsinizados seguiram
metodologia de analise descrita em Aragao et al,**® onde foram separados por coluna C18 (100

um x 100 mm) em cromatografo nanoAcquity UPLC (Waters) acoplado a um Q-Tof Premier
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Mass Spectrometer (Waters), com fluxo de 0,600 pL.mint e gradiente de 2-90% de acetonitrila
em 0,1% de &cido férmico por 45 minutos. O espectrdmetro de massas operou em modo Top
Three, em que um espectro MS é adquirido seguido por analise MS/MS dos trés picos mais
abundantes detectados.

Os espectros foram adquiridos usando o programa MassLynx v.4.1 e 0s arquivos brutos
foram convertidos para uma lista de picos em formato “.mgf” sem a soma das varreduras usando
0 programa Mascot Distiller v.2.6.2.0 (Matrix Science Ldt.). Os espectros experimentais foram
pesquisados contra o banco de dados de sequéncias ndo-redundantes do NCBI do organismo T.
terrestris NRRL 8126 utilizando o programa Mascot Daemon Engine v.2.3.2 (Matrix Science
Ltd.) com os parametros: modifica¢des fixas como carbamidometilacao, modificacdes variaveis
como oxidacdo de metionina, uma falha de clivagem de tripsina e tolerancia de 0.1 Da para ions

precursores e fragmentados.

3.2.4 Estado oligomérico em solugéo

A técnica de espalhamento de luz multiangular acoplada a uma coluna de excluséo de
tamanho molecular foi utilizada para determinar o estado oligomérico das proteinas em solugéo.
O sistema consistia de um cromatédgrafo Waters 600 HPLC (Waters) conectado a uma coluna
Superdex 75 10/300 GL ou Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences), cuja saida
estava acoplada a equipamento composto por um instrumento de espalhamento de luz DAWN
HELEOS e um refratbmetro Optilab T-rEX (Wyatt Technology). O sistema foi equilibrado com
tampédo 25 mM de Tris-HCL pH 8,0 e 300 mM de NaCl, fluxo de 0,5 mL/min., volume de
injecdo de 50 pL. Os dados experimentais e os valores da massa molecular das amostras foram
analisados através do programa ASTRA v. 7 e apresentados em Origin 2018 (Origin Lab

Corporation).

3.2.5 Espectro de dicroismo circular e transi¢ao térmica

Os espectros de dicroismo circular (CD) das amostras foram obtidos no equipamento
Jasco-715 ou Jasco-810 (Jasco International Co) acoplado a um controlador de temperatura
tipo peltier (PTC 423S / 15), em cubeta de quartzo de 0,1 cm e tampao 20 mM de fosfato pH
7,2. O comprimento de onda do espectro de CD foram de 280 a 200 nm a 100 nm. min, com
tempo resposta de 1 segundo e largura de banda de 1 nm, os dados experimentais foram

coletados a cada 0,2 nm e 6 espectros por amostra. A rampa de temperatura para monitoramento
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da mudanca no espectro de CD foi de 25 a 100 °C a 1 °C.min™%, com acumulo de 3 espectros e
com monitoramento em 222 nm e tempo resposta de 32 s para 0 J-810 e 16 s para J-715. Os
dados foram convertidos com o programa Spectra Manager (Jasco International Co), analisados
0 programa CDtool v. 1.4 e os graficos construidos com Origin 2018 (OriginLab Corporation).

Para notagéo da curva de desenovelamento térmico foi usada a seguinte notacéo:

= @y — 46,) @

fo
fo = fracdo de proteina desenovelada
AOn = elipticidade da proteina nativa
Afp = elipticidade da proteina desenovelada

ABy = elipticidade da proteina em qualquer temperatura
3.2.6 Ensaio de cristalizacéo

O ensaio de cristalizacdo foi conduzido em rob6 ARI Gryphon (Art Robbins
Instruments), com placa Intelli-Plate 96-3 Low Volume Reservoir (Art Robbins Instruments),
utilizando as concentracdes iniciais das enzimas de 28, 14 e 6 mg.mL™ com composicdo da
gota de 1:1 das solugbes de cristalizacdo do sistema Morpheus I, BCS Screen e SG1 Screen

(Molecular Dimensions) . As placas foram armazenadas em sala refrigerada a 18 °C.
3.2.7 Caracterizagdo enzimatica
3.2.7.1 Painel de substratos

A atividade de 1 pg de enzima recombinante em 100 pL de reacdo foi conduzida em
tampdo 25 mM citrato/fosfato/glicina pH 4,5 (ou como especificado) e 0,25% de substratos de
origem natural adquiridos de Megazyme: B-glucano, CMC, xiloglucano, poligalacturénico,
arabinano desramificado, arabinogalactano de larico galactomanano, liquenano, manano,
arabinano, xilano, pectic galactano, arabinoxilano de trigo, ramnogalactoronano, galactano,
arabinano linear, celobiose e de origem sintética adquiridos de Megazyme: 4-nitrofenil-a-L-
arabinofuranosideo (4NF-Araf), 4NF-a-L-arabinopiranosideo (4NF-Arap), 4-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo (4NF-B-Gal), 4-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (4NF-Glu), 4-nitrofenil-p-
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D-xilopiranosideo (4NF-Xil), 4-nitrofenil-p-D-manopiranosideo (4NF-Man), 2-Cloro-4-
nitrofenil-p-celobiosideo (2CI-4NF-G2), 4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (4NF-a-Gal). As
reacOes foram feitas no minimo em triplicatas e conduzidas em termociclador T100 Thermal
Cycler (Biorad) a 50 °C (ou como especificado) por 30 minutos e as rea¢es foram paradas com
aadicdo de 100 pL de solucéo reveladora: os substratos de origem natural foram testados quanto
a presenca de aglcares redutores pelo método de Miller'!® (sessdo 2.2.3.3) e os substratos
sintéticos foram testados quanto a presenca da molécula 4-nitrofenil em solu¢do com 10% de
carbonato de sddio, com absor¢do em 400 nm —% exceto 2-Cloro-4-nitrofenil que foi testado
com adic&o de solugdo 2% de Tris-HCI pH 9.0, com absor¢do em 400 nm.*%2 As leituras foram
feitas em placas de 96 pocos (Greiner) em espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 (Molecular

Devices).

3.2.7.2 Temperatura e pH 6timos

Tampao citrato/fosfato/glicina pHs de 2 a 10 com incremento de 0,5 foi adicionado a
reacdo de 100 pL na concentracdo final de 25 mM, 0,25% de substrato e 1 g de enzima. As
reacbes foram feitas no minimo em triplicata e mantidas em termociclador T100 Thermal
Cycler (Biorad) a 50 °C por 15 minutos. As reacdes com substratos poliméricos foram paradas
com DNS (540 nm), os substratos baseados em 4NF com 10% de carbonato de sddio (400 nm)
e 0s 2CI-4NF com 2% de Tris-HCI pH 9,0 (400 nm) — sessdo 3.2.7.1. A leitura foi feita em
placa de 96 pocos (Greiner) em espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices).

Apos a descoberta do pH que conferia a maior atividade, as reacdes para determinar a
temperatura 6tima foram compostas da mesma forma, mas no pH 6timo de cada enzima. As
variacOes de temperatura foram conduzidas em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems) e cada temperatura foi conduzida no minimo em triplicata. As rea¢fes foram

paradas e as absorbancias foram lidas da mesma forma que acima citado.

3.2.7.3 Atividade especifica e cinética enzimatica

Para determinar a quantidade de enzima usada na reacdo de 100 L, foi construida um
teste de velocidade para cada concentragéo de enzima, mantendo o substrato fixo (CMC 0,25%)
e medindo a atividade de 0,5 a 8,5 minutos em condic¢des 6timas de pH e temperatura e em
tampdo citrato-fosfato. Apds estabelecido uma relagdo linear dentro desse periodo, foi

calculado a atividade especifica em U/mg de enzima, onde 1 U é definido como o0 montante de
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enzima requerida para liberar 1 umol de glicose equivalente por minuto e por mg de CMC.
Uma vez a concentragdo de enzima fixada, o substrato foi variado de 0,5 a 0,045% na reagéo
para estabelecer a cinética de Michaelis-Menten. A reacdo iniciou com a adicdo da enzima
quando a solucdo estava em equilibrio dentro do termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems), durou 4 minutos para TtCel7.3 e 3,5 minutos para TtCel7.2 e foi parada com DNS.
Em seguida a reacdo seguiu o protocolo para determinacdo de agUcares redutores descrito na
sessdo 2.2.3.3 e transferida para uma placa de leitura de 96 pocos (Greiner) e lida em
espectrofotdbmetro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices). Os parametros cinéticos de
Michaelis-Mentem foram determinados por regressao nao-linear dos pontos a curva utilizando
Origin 2018 (OriginLab Corporation).

3.2.7.4 Painel de aditivos

A composicéo da reacdo para avaliar o efeito de aditivos continha 1 pg da solugéo de
enzima, CMC 0,25%, 0,025 M de tampdo citrato-fosfato no pH 6timo de cada enzima e de
solucdo de aditivo, cuja a concentracéo final foi 1 vez e 20 vezes de: 0,5 mM CoClz, 0,5 mM
MnSQOg4, 0,5 mM CuSOg4, 0,5 mM MgCly, 0,5 mM ZnSO4, 0,5 mM KCI, 0,5 mM CaCly, 0,5
mM LiClz, 0,5 mM NiSO4, 0,5 mM EDTA, 40 mM NacCl, 0,20%DMSO, 0,20%Tween,
0.20%Triton. Apos reacdo em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) por
10 minutos na temperatura Otima de cada enzima. Todos os aditivos foram testados em
triplicada e as reacGes foram parada com adi¢do de DNS igual ao protocolo da sessdo 2.2.3.3,
transferida para placa de 96 pocos (Greiner) e as absorbancias lidas em espectrofotdmetro
Spectramax Plus 384 (Molecular Devices).

3.2.7.5 Estabilidade térmica

A incubacéo da enzima em diferentes temperaturas e periodos, antes de realizar a reacéo
enzimaética, foi testada para avaliar a estabilidade térmica. O volume da reacdo enzimética de
100 pL era dividida em dois: 1 pg de enzima recombinante em 50 pL de tampdo citrato-fosfato
25 mM no pH 6timo de cada enzima e outros 50 pL contendo 0,5% de CMC em mesmo tampéo.
O volume correspondente a enzima era incubado por 5, 15, 30, 60 e 180 minutos nas
temperaturas de 45 a 95 °C com incremento de 5 °C. O volume correspondente ao substrato era
mantido em banho de gelo. Apds a incubacdo da enzima, a reacdo era mantida a 4 °C e

adicionado os outros 50 pL contendo o substrato, em seguida, a mistura era incubada por 10
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minutos na temperatura étima de cada enzima. Apos esse tempo, a reacao era parada pela adicéo
de igual volume de DNS e a medida de agucares redutores seguiu roteiro da sessdo 2.2.3.3 e as
leituras da absorbancia foram feitas em placa de 96 pocos (Greiner) em Spectramax Plus 384

(Molecular Devices).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Expressdo, purificacdo e caracterizacfes das enzimas recombinantes em fungo

filamentoso

3.3.1.1 Triagem dos melhores transformantes e confirmagdo por LC-MS/MS das proteinas

heter6logas

Os genes de hidrolases de glicosideos da familia 7 foram amplificados do DNA
genémico do T. terrestris por PCR adicionando as extremidades de sobreposi¢do para clonagem
tipo Gibson (Figura 21). Apés a etapa de clonagem, o plasmideo recombinante foi usado para
a transformacéo das células DH5a e a confirmacdo dada por PCR de coldnia. Os plasmideos
foram extraidos, purificados e usados na etapa de transformacao em protoplastos de Aspergillus
nidulans A773 (pyrG89;wA3;pyroA4). A selecdo dos transformantes A. nidulans (pyrG*) parte
da capacidade de crescerem em meio ndo suplementado com uracila e nem uridina, devido a
reversdo da auxotrofia pela marca de selecdo presente no vetor pEXPYR, que é o0 gene da
orotidina 5’-fosfato carboxilase (apyrG) de Aspergillus niger (an) flanqueado por sequéncias
MATEL.
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Figura 21 - Gel de agarose da amplificagdo do gene com as extremidades para clonagem tipo Gibson da A)
TtCel7.2: 1336 pb e TtCel7.3: 1079 pb. B) Padrdo de massas de DNA
Fonte: Elaborada pelo autor

A sequéncia primaria das proteinas foi submetida ao SignalP 4.0'%° para processamento
do peptideo sinal e obtencdo da proteina madura para calculo da massa teorica, ponto isoelétrico
(p) e coeficiente de extingdo molar (g) através do programa PROTPARAM,'? os valores
encontram-se na Tabela 6, juntamente com a predico tedrica de sitios de N-glicosilagdo!®® e

O-glicosilagdo putativos. 1%

Tabela 6 - Pardmetros tedricos da sequéncia primaria ap6s clivagem do peptideo sinal e predicdo de sitios de

glicosilacéo.
Proteina Aminoacidos Massa molar | pl ¢ (M1cm?) N- O-
madura (kDa) glicosilacéo glicosilacéo
TtCel7.2 404 43,42437 5,07 61975 6 5
TtCel7.3 319 33,31401 5,20 41370 2 7

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os transformantes foram cultivados em meio de expressdo por 48 horas para avaliar o
nivel de secrecdo das GH7s recombinantes e escolha da cepa com maior nivel de expressdo. De
acordo com a Figura 22, as bandas mais fortes, que se espera ser a proteina recombinante
fortemente induzida, apresentam um deslocamento em relacdo a massa teorica da Tabela 6.
Também, na mesma tabela, encontra-se 0 nimero de sitios putativos de glicosilagdes do tipo
“N” e “O” preditos para as proteinas recombinantes, o que sugere grande chance das proteinas
sofrerem esse tipo de modificacdo pds-traducional. Dessa forma, a quantidade de sitios e
numero de residuos de agucar adicionados podem modificar a mobilidade eletroforética das

proteinas em SDS-PAGE.!% A vastidio das cadeias de glicanos faz com que eles ndo intercalem
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com o SDS da mesma forma que os aminoacidos em uma cadeia peptidica e, juntos com 0s
acucares terminais carregados, podem alterar a carga negativa uniforme promovida pelo SDS,
o qual camufla as cargas intrinsecas das cadeias laterais dos aminoacidos e mantem a cadeia

linearizada durante a eletroforese.

Figura 22 - SDS-PAGE do perfil de secrecéo dos transformantes A. nidulans A773 pyrG*, em que a coluna “0’ de
ambos os geéis corresponde ao transformante com vetor vazio; A) transformantes de 1 a 8 contendo
vetor com gene da TtCel7.2; B) transformantes de 1 a 8 contendo vetor com gene da TtCel7.3. MM:
Massa molecular em kDa.

Fonte: Elaborada pelo autor

Assim, o gel SDS-PAGE dos 8 diferentes transformantes da TtCel7.2 e da TtCel7.3
comparados com o transformante contendo o vetor vazio exibiram diferentes niveis de
expressao (Figura 22), sendo o transformante 4 da TtCel7.2 e 0 6 da TtCel7.3 0s que mais
produziram as proteinas de interesse, cuja bandas foram recortadas do gel para identificacdo da
proteina recombinante por LC-MS/MS.

Na Figura 23, estd ilustrado em vermelho os peptideos tripsinizados da proteina
heter6loga identificados correspondentes aos peptideos tedricos gerados pelo Mascot, sendo a
cobertura das correspondéncias de 45% e 58% respectivamente as proteinas TtCel7.2 e
TtCel7.3 do T. terrestris. Dessa forma, os transformantes puderam seguir com as etapas de
producdo em larga escala das proteinas, seguido de purificacéo e caracterizagcdes enzimaticas e
biofisicas.
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A B

1 MTLRLPVISL LASLAAGAVV VPRAEFHPPL PTWKCTTSGG CVQQNTSVVL
51 DRDSKYAAHS AGSRTESDYA AMGVSTSGNA VTLYHYVKTN GTLVPASPRI
101 YLLGADGKYV LMDLLNQELS VDVDFSALPC GENGAFYLSE MAADGRGDAG
151 AGDGYCDAQC QGYCCNEMDI LEANSMATAM TPHPCKGNNC DRSGCGYNPY
201 ASGQRGFYGP GKTIVDTSKPF TVVTQFAASG GKLTQITRKY IQNGREIGGG
251 GTISSCGSES STGGLTGMGE ALGRGMVLAM SIWNDAAQEM AWLDAGNNGP
301 CASGOGSPSV IQSQHPDTHV VFSNIRWGDI GSTTKN

1 MAPKSTVLAA WLLSSLAAAQ QIGKAVPEVH PKLTTQKCTL RGGCKPVRTS
51 VVLDSSARSL HKVGDPNTSC SVGGDLCSDA KSCGKNCALE GVDYAAHGVA
101 TKGDALTLHQ WLKGADGTYR TVSPRVYLLG EDGKNYEDFK LLNAELSFDV
151 DVSQLVCGMN GALYFSEMEM DGGRSPLNPA GATYGTGYCD AQCPKLDFIN
201 GELNTNHTYG ACCNEMDIWE ANALAQALTP HPCNATRVYK CDTADECGQP
251 VGVCDEWGCS YNPSNFGVKD YYGRNLTVDT NRKFTVTTQF VTSNGRADGE
301 LTEIRRLYVQ DGVVIQNHAV TAGGATYDSI TDGFCNATAT WTQQRGGLAR
351 MGEAIGRGMV LIFSLWVDNG GFMNWLDSGN AGPCNATEGD PALILQQHPD
401 ASVTFSNIRW GEIGSTYKSE CSH

Figura 23 - Lista de peptideos identificados por LC-MS/MS. Em vermelho sdo os peptideos identificados e que
correspondem com os peptideos da sequéncia das proteinas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 com 45% e 58%
de cobertura, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.1.2 Purificacao

Os transformantes escolhidos foram plaqueados em meio minimo sélido com piridoxina
e incubados a 37 °C para producdo de esporos e posterior inoculacdo em placas de Petri com
meio de expressdo liquido em condicBes estacionarias a 37 °C. O micélio foi separado,
devidamente descartado e 0 meio foi concentrado e tamponado em pH acima do pl das proteinas
(Tabela 6) para serem carregadas em coluna de troca ibnica DEAE Sepharose CL6B.

O gel da Figura 24 exibe o perfil das fracdes eluidas com gradativo aumento de NaCl
para obteng&o da proteina com maior grau de pureza. O perfil da TtCel7.2 (Figura 24 A) mostra
duas bandas difusas em 300 e 400 mM e o da TtCel7.3 (Figura 24 B) apresenta bandas desde 0
a 500 mM de NaCl, o que sugere existir populacbes com diferentes estados de cargas

intrinsecas, podendo ser atribuido aos diferentes padrdes de glicosilacdo das proteinas.

MM 0 10 50 100 200 300 400 500 1000

MM 0 10 50 100 200 300 400 500 1000

970
6600
. ! 450
v pou
- e e
. __1...-...--.-..-..---'
30,00 >

- - —— 7~
Figura 24 - Perfil SDS-PAGE das fracdes eluidas com aumento gradativo da concentracdo de NaCl da purificacéo
da A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 com resina de DEAE Sepharose CL6B. MM: Massa molecular em kDa;

0, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 representam a concentracdo em mM de NaCl.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A fracdo de 300 mM de NaCl da TtCel7.2 e as fragdes de 100 e 200 mM de NaCl da
TtCel7.3 foram concentradas para serem injetadas em sistema Akta acoplado com coluna de
Sephacryl equilibrada para separacdo por exclusdo de massa molecular. O cromatograma da
purificacdo encontra-se na Figura 25 A e B juntamente com a imagem de SDS dos picos
cromatograficos (Figura 25 C) mais intensos, 0s quais pode se estimar qualitativamente o grau
de pureza alcancado pelas etapas de purificacao.
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Figura 25 - Cromatograma de unidades de absorcao (sigla em inglés, AU) em 280 nm da elui¢cdo (mL) em coluna
HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR das fragdes contendo as proteinas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3 apds
purificacdo por DEAE Sepharose CL6B e C) SDS-PAGE das fragdes (F) dos picos cromatograficos.
MM: Massa molecular em kDa.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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De acordo com a analise dos perfis cromatogréaficos e de eletroforese, a pureza das
amostras F34 da TtCel7.2 e a F44 da TtCel7.3 foi considerada satisfatoria, pois ndo apresentou
nenhuma banda ou pico de impureza que fosse equiparavel a quantidade de proteina de interesse

obtida nessa fracdo, portanto, as amostras seguiram com as etapas de caracterizacoes.

3.3.1.3 Espectro de dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular foi utilizado para avaliar o enovelamento das proteinas,
a fim de qualificar o contetido de estruturas secundérias presentes nas amostras. Os minimos e
maximos do sinal de CD ocorrem devido as transi¢fes n—n* e n—n* e a intensidade das
transi¢cdes depende dos angulos de torgdo @ e V. A transicdo n—n*, que envolve elétrons ndo
ligados do oxigénio do carbonil, acontecem um pico negativo em 222 nm para hélices a, um
positivo em 196 nm para folhas [ e um positivo em 212 nm para estruturas sem ordenacao. Ja
a transicdo m—7*, um pico positivo em 192 e um negativo em 208 nm séo caracteristicos de
hélices a ; um pico negativo em 218 nm ocorre para as folhas 3 ¢ um negativo em 195 nm para
estruturas sem ordenagio.'%

A regido de 178 a 190 nm, mais precisamente de 160 a 190 nm também pode ser
monitorada, mas é alcancada apenas com fonte de luz sincrotron devido a melhor relacdo
sinal/ruido,'®" no espectropolarimetro utilizado, as medidas foram realizadas entre 190 a 200
nm, permitindo a deconvolucdo dos dados para estimativa da informacdo estrutural das
amostras (Tabela 7). O valor de NRMSD mostrou bom ajuste do espectro reconstruido em

relacdo ao experimental (Figura 26).

Tabela 7. Dados de deconvolugdo dos espectros de CD de 280 a 190 nm utilizando o servidor Dichroweb das
enzimas TtCel7.2 e TtCel7.3.

Enzima | Estrutura 3D | Conjunto de dados | H1 | H2 | S1 | S2 V D | NRMSD
TtCel7.2 B Jelly Roll Set 4 0,05]0,13]0,17 | 0,10 | 0,24 | 0,30 | 0,046
TtCel7.3 0 |003]0,28|0,14|0,23|0,31| 0,033

H1: Hélice a regular S1: Folhas B regular D: Desordenadas

H2: Hélice o destorcida S2: Folhas B distorcida V: Voltas

NRMSD: do inglés, normalized root mean square deviation
Fonte: Elaborada pelo autor.

A composicdo de estruturas secundarias das enzimas foi ligeiramente diferente, mas
prevaleceram estruturas de folhas-p como maioria, o que vai ao encontro da arquitetura
caracteristica das proteinas dessa familia (B Jelly Roll), compondo 27% para TtCel7.2 e 42%

para TtCel7.3. Quanto a hélices-a a estrutura da TtCel7.2 mostrou maior composi¢ao (18%) em



102

relacdo a TtCel7.3 (3%), 0 que remete a natureza mais compacta da TtCel7.3, ja que possui
menor massa comparada a TtCel7.2, sugerindo que o conteudo de hélices-a pode funcionar
como adere¢os a enzima, podendo gerar diferencas entre adsorcdo ao carboidrato, estabilidade

térmica, cinética enzimatica, interacdo com ions, atividade em substratos, estado oligomérico.

5 .
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Figura 26 - Espectros de dicroismo circular experimental e reconstruido da A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3

Fonte: Elaborada pelo autor
O espectro foi capaz de analisar o enovelamento das proteinas, tratam-se de enzimas
ordenadas com padréo estrutural tipo S-jelly roll,*® caracteristico de folhas B, como mostra o
grafico com pico em 218 nm (Figura 26 A e B). O monitoramento da elipticidade ocorreu em
222 nm (devido a melhor relagdo sinal/ruido) em funcdo do aumento da temperatura, o que
possibilitou a construgdo de uma curva de transicdo térmica entre os estados enovelado e
desenovelado, que por ajuste sigmoidal, foi obtido o valor da temperatura de transicdo (Tm, do
inglés melting temperature). As curvas de transicdo térmica das estruturas resultaram em um
Tm de 56,4 °C para TtCel7.2 e 53,4 °C para TtCel7.3 (Figura 27). As diferencas entre as
temperaturas de transicdo podem estar relacionadas com o maior conteudo de hélices o na

TtCel7.2 (Tabela 7), o que pode ter deslocado a temperatura de transi¢do devido ao maior efeito

cooperativo do enovelamento.



103

10 = TiCel7.2 . . 104 = TtCel7.3
Ajuste sigmoidal e frat ! Ajuste sigmoidal
T, = (56,4 +03)°C S T, =(53.4+03)°C
084 R?=099 084 R*=098
= «
= =
206+ 2 0.6
£ £
] ]
= =
2 044 g 0.4+
i =
0,24 ./ 0.2
PR .
0,04 == 0,04
T T T T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 27 - Curvas de transicdo térmica com monitoramento da elipticidade em 222 nm da A) TtCel7.2 e B)
TtCel7.3
Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.1.3 Estado oligomérico em solucéo

O estado oligomérico das proteinas em solu¢do foi medido através de SEC-MALS, as
amostras foram injetadas em um sistema HPLC, conectado a uma coluna de separacdo por
exclusdo molecular, acoplada a um MALS (do inglés, multiangle light scattering). O sistema
mensura o indice de refracdo do fluxo que eluia da coluna, juntamente com o raio de Rayleigh
das dispersdes da luz incidente em trés diferentes angulos. Com esses dados, os valores de
massa foram calculados pelo programa ASTRA através do raio de Rayleigh das dispersdes
apenas onde havia mudanca no indice de refracdo e cuja relacéo entre incremento do indice de

refracéo e de concentracéo (dn/dc) seja igual a 0,185, tipico de proteinas (Figura 28).1%°

A B
- 100 - 100
TtCel7.2 TtCel7.3
Sl dRI 490 1.04 dRI 49
Raio de Rayleigh Raio de Rayleigh
Massa Molar 'z 180 Massa Molar 480
08 Pico 1 = (824 +09) kDa e 087 Pico= (36,5 +03) kDa 5

Pico 2 = (47,8 £0,3) kDa

Massa Molar (kDa)
Massa Molar (kDa)
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Figura 28 - Distribuicdo da massa molar e sobreposicéo de cromatogramas de dispersdo de luz (raio de Rayleigh)
e indice de refracdo diferencial (dRI) em funcéo do volume de eluicdo das amostras A) TtCel7.2 e B)
TtCel7.3.
Fonte: Elaborada pelo autor
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De acordo com as medidas apresentadas pelo ASTRA (Tabela 8), a enzima TtCel7.2
apresenta duas formas oligoméricas em solucéo, dimero e monémero, apresentando 82,4 e 47,8
kDa e a fracdo de massa de 6,4 e 93,6%, respectivamente. Esse dado corrobora com o
cromatograma de purificacdo (Figura 25 A), em que se observa a presenca de dois picos e
nenhum contaminante na regido de 80 kDa na imagem SDS-PAGE dos picos cromatogréaficos
(Figura 25 C). Para a enzima TtCel7.3 0 experimento apontou apenas a forma monomérica em

solugdo como a predominante, apresentando massa experimental de 36,5 kDa.

Tabela 8 - Medidas de massa molecular experimentais e tedricas de acordo com o estado oligomérico.

Massa molecular Massa .
Estado . . Desvio
oligomérico experimental rpo_lecular Desvio (kDa) relativo (%)
(kDa) tedrica (kDa)
TtCel7.2 Mondmero 478+0,3 43,4 4.4 10
TtCel7.2 Dimero 82,4+0,3 86,8 -4,4 10
TtCel7.3 Mondmero 36,5+0,9 33,3 3,2 10

Fonte: Elaborada pelo autor

Embora as medidas experimentais de massa das enzimas e seus estados oligoméricos
possuem precisdo de uma casa decimal, existe 10% de desvio entre os valores tedricos e 0s
experimentais (Tabela 8). A medida de massa para o dimero da TtCel7.2 ficou subestimado em
relacdo a predicdo tedrica baseado na sequéncia de aminodcidos, enquanto que as massas de
ambos os mondmeros ficaram superestimadas (Tabela 8). A principio e como mostram as
predicdes de O-glicosilacdo e N-glicosilacdo (Tabela 6), jJuntamente com o perfil de mobilidade
em SDS-PAGE, ja se esperava uma medida superestimada da massa de ambas as proteinas,
porque as glicosilacbes aumentariam o raio hidrodindmico dos mondémeros, mudando o
espalhamento de luz. Mas se esperava que esse efeito atuasse sobre o dimero, resultando em
uma massa superestimada também, no entanto, ndo foi o que se observou.

A presenga de glicosilagbes nas enzimas recombinantes podem ser, inicialmente,
detectadas por diferentes métodos colorimétricos como PAGE e Western Blot: usando o método
PAS (do inglés, Periodic acid-Schiff),?® que colore de magenta as bandas de glicoproteinas
contra um fundo rosa claro ou sem cor; usando biotina para rotular glicoproteina, seguido por
reconhecimento com  estreptavidina-peroxidase e deteccdo  colorimétrica  com
tetrametilbenzidina, ou quimiluminescéncia através de substrato para a peroxidase.?’! Lectinas
e concavalinas reconhecem glicosilagdes e podem estar conjugadas com biotina ou peroxidase,

seguido de deteccdo por quimiluminescéncia ou colorimétrica.
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Geralmente, as N-glicosilagOes apresentam muitas ramificaces, podendo contribuir
com 3,5 kDa ou mais a estrutura da glicoproteina, enquanto que as O-glicosila¢Bes apresentam
de um a quatro residuos, embora possam ser mais numerosas.’%? Caso a diferenca entre a massa
da proteina glicosilada e ndo-glicosilada possa ser detectada por SDS-PAGE, a remocao das
glicosilagdes pode ser alcangada através de processo quimico ou enzimatico e, uma vez que 0s
glicanos tenham sido liberados da glicoproteina, podem ser analisados por espectrometria de
massa (MS) ou, apds marcacao fluorescente, por HPLC ou MS, ou ambos. As N-glicosilacbes
podem ser removidas pela PNGase F (do inglés, Peptide-N-Glycosidase F), que libera
integralmente a estrutura de oligossacarideos ligados a asparagina (N-glicosilagdes) pela
hidrélise do grupo amino da cadeia lateral da asparagina. Para as O-glicosilacGes, é necessario
as suas remocdes da proteina através de um conjunto de exoglicosidases utilizadas para
hidrolisar os sacarideos até o ndcleo Gal-B-(1—3)-GalNAc (Gal: Galactose, GaINAc: N-
acetylgalactosamine) ancorado a serina/treonina, que é removido por O-glicosidases.?® A
remoc¢do dos &cidos sidlicos ou NeuAc (do inglés, N-acetylneuraminic acid) terminais das
cadeias ¢ feita pela o-(2-3,6,8,9)-neuraminidase,?® que expde a estrutura composta pelos
monossacarideos. Outras enzimas também podem ser associadas para remocdo de outras
estruturas especificas de O-glicosilages, como B-(1-4)-galactosidase e B-N-acetil

glucosaminidase.205-208

3.3.1.4 Painel de substratos

As celulases da familia 7 sdo responsaveis pela clivagem das ligagdes 1,4- B glicosidicas
da cadeia de celulose, mas alguns membros também s&o capazes de atuar nas ligagbes em xilano
e quitosana, bem como em ligagdes 1,3-1,4-B glicosidicas de liquenano ou B-glucano. Os
membros dessa familia podem ser do tipo endo ou exoglucanases de terminal redutor e atuam
por mecanismo de retencio da configuracio do carbono anomérico.!%

Quando a sequéncia das enzimas & submetida ao alinhamento local, atraves dos
parametros padrdes do BLASTP,'’ o programa retorna varias endo-p-1,4-glucanases de
organismos diversos, como o resultado do alinhamento para ambas, sendo as 100 primeiras
sequéncias com cobertura maior que 95%, e-value menor que 10™** e identidade maior que
50,24% para TtCel7.2, cobertura maior que 98%, e-value menor que 1071% e identidade maior
que 48,24% para TtCel7.3. Sendo assim, ja é esperado maiores atividades em substratos com

ligacdes glicosidicas -1,4 entre mondmeros de glicose, tal como a celulose.
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A Tabela 9 revela que a maior atividade para ambas as enzimas foi em [-glucano, que
apresenta ligacbes 1,4-B e 1,3-B nas proporcOes entre 4:2 e 3:2, respectivamente. Outro
substrato com mistura de tipo de ligacdo entre os monémeros de glicose e que as enzimas
tiveram atividade de 39% para TtCel7.2 e 43% para TtCel7.3, foi o liquenano, com proporg¢éo
de ligacéo 2:1 para os tipos de ligacdo 1,4 e 1,3-f, respectivamente. A alta atividade nesse tipo
de substrato esta mais relacionada a acessibilidade ao esqueleto do polissacarideo do que quanto
a capacidade das enzimas em hidrolisar ligacdes 1,3-p — atividade esta esperada para liquenases
— em comparacdo ao CMC (14% para TtCel7.2 e 11% para TtCel7.3), que é um substrato
puramente 1,4-p e de mais dificil acesso, em que os grupos carboximetil podem interferir na

atividade enzimatica.

Tabela 9 - Relacdo da atividade relativa das enzimas recombinantes nos diferentes substratos testados nas
condicdes de pH e temperatura dtimos. TtCel7.2: pH 4,5 e 60 °C; TtCel7.3: pH 4,5 ¢ 50 °C.

Atividade relativa (%0)

Substratos TtCel7.2 TtCel7.3

S-Glucano 100,0+0,7° 100+7¢
Xiloglucano 42+1F 27,7+0,4°

Liguenano 39+2F 43+2F
Arabinoxilano 29,2+0,7°¢ 20+0,34
Xilano 28+1°€ 7,7+028B

CMC 145+09°¢ 11+18
Galactano péctico 08+0,2AB 1,5+034
Galactano 0,7+0,2AB 01+0,14
Arabinano desramificado 05+0,2AB 0,7+0,14
Galactomanano 05+0,1AB 04+0,14

Ramnogalacturonano 000,674 0+x1A

Manano 00+0574 0,1+094
Arabinano 0,00 +0,03A8B 0,2+0,34
Arabinogalactano 02+0,1AB 000,24
Ac. Poligalacturénico 1+18B 20+094

A B C.. Subconjuntos homogéneos entre os quais existe diferenca
significativa (p<0,05), mas ndo dentro deles, pelo teste de post hoc.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Também, é interessante observar a atividade de ambas as enzimas em xiloglucano, que
é um polissacarideo composto por um esqueleto de glicose ligadas por 1,4-f e ramificacOes
majoritariamente de 1,6-a-xilosil e 1,6-a-xilose-1,2-B-galactosil, podendo representar um
possivel impedimento estérico a interagdo entre o sitio ativo da enzima com o esqueleto do
substrato. Mas em relagéo a esse substrato, a TtCel7.2 tem 42% em comparagao aos 27,7% da
TtCel7.3, indicando um sitio ativo, provavelmente, mais adaptavel da TtCel7.2 as ramificacdes

de substratos baseados em glicose.
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Como ja relatado para as celulases da familia 7 essas também apresentam atividade em
xilano,® com porcentagem de 29,2% para TtCel7.2 e 7,7% para TtCel7.3 — adicionalmente,
em arabinoxilano — 29,2% e 2,0% para TtCel7.2 e TtCel7.3, respectivamente. O arabinoxilano
é um polissacarideo mais ramificado que o xilano, embora este possa apresentar 13% de 4-O-
metil-a-glucuronosil, com aproximadamente 38% de substitui¢des 1,2 e 1,3-a-arabinosil. 1sso
sugere que a TtCel7.2 possui um sitio menos seletivo a substratos baseados em xilose com
diferentes graus de ramificacdes, em comparacao a TtCel7.3, que possui muito menor atividade
nesse tipo de substrato e ja apresentou dificuldade em acomodar ramificacdes como observado
em xiloglucano.

Embora exista atividade em xilano para TtCel7.3, ela é bem menor do que para
TtCel7.2, indicando que o sitio da TtCel7.2 é mais promiscuo quanto a constituicdo do
esqueleto do polissacarideo, isso pode ser uma consequéncia de um sitio ativo mais adaptavel
as ramificacdes, pois também a atividade da TtCel7.3 é menor para substratos ramificados.
Observa-se entdo uma possivel diferenca entre os sitios ativos das enzimas: seguindo a ordem
de atividade para TtCel7.3, sua preferéncia descende dos polissacarideos com esqueleto de
glicose dos menos para os mais ramificados, seguido por CMC e pelos substratos de xilano; ja
para a TtCel7.2, a ordem descende pelo critério da constituicdo da cadeia principal, de glicose
para xilose, do que pelo grau de ramificacGes.

Como essas diferencas podem estar relacionadas ao maior contetido de hélices-a da
TtCel7.2 em relacdo a TtCel7.3, a estrutura modelada por homologia, através do servidor Swiss-
Model,?%" pode contribuir com uma inspecéo visual da localizacio dessas hélices, que podem
dar uma ideia do porqué das atividades nos substratos investigados. Dessa forma, a regido do
aminoacido do 20 ao 423 da TtCel7.2 e do 18 ao 336 (correspondem a proteina sem o peptideo
sinal) foi selecionada para construcdo automatica de um modelo estrutural por homologia. O
modelo escolhido para a TtCel7.2 foi o PDB: 2XSP (1,7 A), uma celobioidrolase de
Heterobasidion annosum com identidade sequencial de 50,76%; para a TtCel7.3 foi uma
endoglucanase de Trichoderma harzianum PDB: 5WO0A (2.9 A).

Os parametros do modelo da TtCel7.2 (Figura 29, na cor magenta) foram: GMQE (do
inglés, Global Model Quality Estimation, com valores entre 0 e 1) de 0,79 (nimero préximos
de 1 indicam maior confiabilidade do modelo), QMEAN de -1,38, pontuacdo MolProbity de
1,54 e Ramachandran favoravel de 94,22%. Para a TtCel7.3 (Figura 29, na cor verde): GMQE
(do inglés, Global Model Quality Estimation, com valores entre 0 e 1) de 0,81, QMEAN (do
inglés, Qualitative Model Energy ANalysis) de -1,34, MolProbity de 1,87 e Ramachandran

favoravel de 94,89%. Pelas imagens dos modelos gerados (Figura 29) é possivel observar a
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arquitetura estrutural tipo g Jelly Roll em ambos os modelos, que € caracteristico das enzimas
pertencentes a familia 7. Também, nota-se que a estrutura da TtCel7.3 é mais compacta e
apresenta bem menos aderecos estruturais, como as hélices-a, ao redor do ntcleo de folhas-3

do que a TtCel7.2, como a deconvolucdo dos dados de CD estimaram: 18% e 3%,

respectivamente.

Figura 29 - Alinhamento dos modelos estruturais da TtCel7.2 (magenta) e da TtCel7.3 (verde). A) vista de frente
do sitio de interacdo com o susbstrato e B) Rotacdo de 90° em torno do eixo vertical.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O alinhamento dos modelos estruturais da Figura 29 evidencia que a diferenca no
namero de aminoacidos entre as enzimas estd concentrada na regido do bolso de ligacdo ao
substrato. Esses amino&cidos adicionais que a TtCel7.2 possui em relagéo a TtCel7.3 permitem
que a superficie dessa fenda seja capaz de abrigar as ramificagbes dos substratos, em
contraposi¢do a uma estrutura mais estreita da TtCel7.3 (Figura 30). Outra questéo, € a possivel
flexibilidade decorrente do nimero maior de voltas e hélices-a, que decoram o bolso de ligagdo

ao substrato na estrutura da TtCel7.2, em contraposicdo a estrutura mais rigida da TtCel7.3.
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Figura 30 - Superficie eletrostatica gerada pela ferramenta APBS Electrostatics do Pymol dos modelos das enzimas
A) TtCel7.2 e B)TtCel7.3. As cores representam o potencial eletrostatico da superficie molecular. entre
-5 e +5 kT/e.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.1.5 Temperatura e pH 6timos

Como o CMC é um substrato padréo para endocelulases em geral e mais barato, ele foi
escolhido para determinar as proximas caracterizagdes. O pH em que foi medida a maxima
atividade para ambas as celulases foi 4,5. No entanto, a TtCel7.3 apresentou uma atividade
acima de 80% para um faixa de pH entre 3,5 e 5,5 (Figura 31 A), enquanto a TtCel7.2 ficou
entre 4,5 e 5,5 (Figura 31 B). A sintonizacdo mais fina do pH na reacdo pode indicar que a
maioria das interacdes responsaveis pela ligacdo ao substrato sejam de natureza eletrostatica
em comparacao a uma faixa de pH mais ampla, que pode apresentar natureza de interagdo do
tipo van der Waals, ou de empilhamento n, ou hidrofobica, cujo estado de protonacdo das

cadeias laterais dos aminodacidos ndo influencie tanto a atividade da enzima.
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Figura 31 - Atividade relativa em funcdo do pH das enzimas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3. Os asteriscos indicam que
pela andlise estatistica de post hoc ndo existe diferenga significativa de atividade entre o pH 6timo
(com maior valor médio de atividade relativa) e aqueles pHs.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ja a temperatura pode influenciar na taxa de encontros efetivos entre o substrato e a
enzima, bem como na flexibilidade para acomodar o0 mesmo, resultando em maior taxa de
reacdo. No entanto, a temperatura, a0 mesmo tempo que seu aumento favorece a cinética de
reacOes, pode causar o desenovelamento das proteinas, gerando perda da estrutura e,
consequentemente, perda da atividade. Ao analisar a atividade da TtCel7.2 em funcdo da

temperatura, ela manteve-se acima de 80% dentro de uma faixa de 45 a 65 °C, apresentando
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méaxima entre 50-65 °C (Figura 32 A). J& a TtCel7.3 apresentou uma faixa mais ampla com
mais de 80% de atividade, indo de 35 a 65 °C, com méxima entre 45-55 °C (Figura 32. B).
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Figura 32 - Atividade relativa da A) TtCel7.2 e da B) TtCel7.3 em funcdo da temperatura. Os asteriscos indicam
que pela andlise estatistica de post hoc ndo existe diferenca significativa de atividade entre a
temperatura 6tima (com maior valor médio de atividade relativa) e aquelas temperaturas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Mais uma vez a TtCel7.3 apresentou caracteristicas distintas da TtCel7.2, que podem

ter repercutido na probabilidade da TtCel7.3 alcangar um estado de transicdo com o substrato

em temperaturas préximas de 35 °C, ocorrendo a catalise enzimatica. Essas caracteristicas

podem estar relacionadas com a estrutura dos amino&cidos proximos ao sitio de interagcdo com
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o substrato da TtCel7.2. Lembrando que, em termodinamica, quanto maior a energia do sistema,
maior o0 nimero de estados possiveis, isso sugere que a TtCel7.3 alcanga o estado de transicéo
com o substrato em uma faixa de temperatura maior do que a TtCel7.2. Assim, espera-se que a
estrutura da fenda de ligacdo ao substrato da TtCel7.3 traga uma restricao aos estados possiveis
de conformacdo, favorecendo o estado de ligagdo com o substrato. Conforme visto no modelo
estrutural de ambas as enzimas (Figura 29), a temperatura 6tima maior para a TtCel7.2 pode
indicar que o aumento da energia do sistema contribui para o0 aumento da energia das estruturas
que decoram a fenda e isso reflita diretamente no estado de transicdo entre a enzima e 0
substrato.

3.3.1.6 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima reflete a manutencdo estrutural frente a intervalos de
temperatura e tempo, que ainda preservem a atividade catalitica nas condi¢des 6timas da reagdo
enzimatica (pH e temperatura). O grafico da Figura 33 reline o comportamento da atividade
residual apos a incubacéo das enzimas TtCel7.2 e TtCel7.3 por 5, 15, 30, 60 e 180 minutos em
diferentes temperaturas.
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Figura 33 - Atividade residual ap6s incubacdo por diferentes periodos e temperaturas das enzimas A) TtCel7.2 e
B) TtCel7.3.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A TtCel7.2 apds 180 minutos em 60 °C ainda mantém 100% de atividade catalitica e
em até 65 °C ainda preserva 80% da atividade. Mas quando ela é incubada a 70 °C por 5 minutos
sua atividade cai para valores menores que 70%, ap6s 30 minutos ja perdeu 50% de sua
atividade e em 180 minutos, praticamente, ela ja esta inativada (Figura 33 A). Paralelamente, o
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Tm do CD é 56,4 °C, o que sugere que menos da metade da populacdo de enzimas esta
cataliticamente ativa em 60 °C, mas que podem ser suficientes para manter a atividade alta nas
condicdes 6timas de reacdo. Também, que na reacdo a temperatura 6tima de 60 °C o substrato
ajuda a estabilizar a estrutura das enzimas, produzindo um efeito cooperativo no enovelamento
delas, pois néo se viu precipitado na cubeta de CD e nem nos tubos da reacdo, indicando que
nessa temperatura o desenovelamento possa ser reversivel. Por fim, por pelo menos 180
minutos de incubacdo, a TtCel7.2 consegue manter em 100% sua taxa de reacéo na temperatura
otima de 60 °C.

Jaa TtCel7.3 mostrou um perfil menos homogéneo em relacdo a atividade residual para
0s mesmos intervalos de tempos (Figura 33 B), sendo experimentada até a temperatura de 95
°C para ser possivel observar uma reducdo em 50% da atividade com 30 minutos de incubacao.
Até 60 °C a enzima mantém 100% da sua atividade com no minimo 180 minutos de incubacéo
e, com 0 mesmo tempo de incubacdo, praticamente 90% em 65°C. Mas com 180 minutos a 85
°C, a enzima ainda apresenta mais de 50% de atividade. Em contraponto, 0 Tm do CD da
TtCel7.3 foi de 53,4 °C e menor do que a da TtCel7.2 (56,4 °C), 0 que pode sugerir que até 65-
70 °C a enzima possa apresentar desenovelamento reversivel, sendo necessario avaliar essa
condicgéo por CD, medindo o espectro de aquecimento e arrefecimento da TtCel7.3.

Essa estabilidade térmica apresentada pela TtCel7.3 parece ser bastante vantajosa em
relacdo a TtCel7.2, 0 que remete as caracteristicas estruturais distintas entre as duas e que
podem ser atribuidas a essa capacidade. Retomando a figura dos modelos das enzimas (Figuras
29 e 30), os aderecos estruturais do bolso de ligacdo ao substrato da TtCel7.2 pode ser
desvantajosa acima de ~65 °C em relacdo a estabilidade estrutural do que a estrutura mais
aparada da TtCel7.3, que parece atribuir maior rigidez e estabilidade térmica. Curiosamente,
lembrando que T. terrestris apresenta enzimas com caracteristicas mesofilicas e que,
provavelmente, evoluiu de um ancestral mesofilico, a “p6da estrutural” da TtCel7.2 deu origem
a TtCel7.3 com maior estabilidade estrutural, que pode ter auxiliado na adaptacédo evolutiva do
fungo em sobreviver em um ambiente mais quente. O motivo para o fungo manter a TtCel7.2
pode ser especulada pela capacidade de formar dimero e isso estar relacionado a maior

tolerancia pela inibicio do produto, ou a estabilidade estrutural.*®°

3.3.1.7 Painel de aditivos

O efeito da presenca de ions na reacdo enzimatica foi avaliado com a intencdo de

encontrar possiveis contribuicbes ao melhoramento da performance catalitica da enzima.
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Assim, o efeito inibitério ou ativador dos aditivos em duas concentragdes na rea¢do enzimatica

foi testado e, nas Figuras 34 e 35, encontra-se o grafico do efeito deles para as enzimas TtCel7.2
e TtCel7.3, respectivamente.
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Figura 34 - Efeito da presenca de aditivos na reacdo enzimética da TtCel7.2 a 60 °C por 5 min. A) Concentracao
de fons na reacdo de 0,5 mM (exceto quando especificado). B) Concentragdo 20x maior do que em A)
(exceto quando especificado). Os retdngulos coloridos indicam quais aditivos tiveram efeito
significativa (p<0,05) pelo teste de post hoc.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise estatistica dos efeitos dos aditivos 1x na reagdo enzimatica da TtCel7.2 (Figura
34 A) mostrou que nenhum deles teve efeito inibitdrio, pois ndo houve diminuicao significativa
(p<0,05) com o controle (reacdo sem ions). No entanto, foi observado um aumento significativo
da atividade enzimatica para os ions Mn*?, Cu*? e Co*, na concentragio de 0,5 mM em

comparacdo a reacdo sem adicéo, potencializando para ~127-140% a atividade — os demais ndo
tiveram efeito significativo.
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Quando testado os mesmos aditivos em concentragdo maior (Figura 34 B), a maioria

produziu efeito depressor em comparacéo a catalise sem aditivo, sdo eles: Zn*?, EDTA, Mn*?,

Triton, Mg*?, Cu*?, Ca*2, diminuindo a atividade para ~70-45% — e apenas o0 Co*? teve efeito

potencializador de ~23% na reacdo 20x em relacdo a catalise sem a presenca dele. No entanto,

com analise de post hoc entre as rea¢des 1x e 20x para cada aditivo, 0 aumento da concentracdo

do Co*2 ndo influenciou na reagdo, mas para os ions Mn*2 e Cu*2 passaram a apresentar efeito

inibitorio com o aumento da concentragdo em 20x. Por fim, os aditivos Na**, Li*?, DMSO, K*!

e Ni*2 ndo fizeram diferenca na reacio, nas concentracdes analisadas (Figura 34 B).
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Figura 35 - Efeito da presenca de aditivos na reacdo enzimatica da TtCel7.3 & 50 °C por 10 min. A) Concentracéo
de ions na reacdo de 0,5 mM (exceto quando especificado). B) Concentracdo 20x maior do que em A)
(exceto quando especificado). Os retangulos coloridos indicam quais aditivos tiveram efeito

significativa (p<0,05) pelo teste de post hoc.
Fonte: Elaborada pelo autor
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Os fons Co*2 e Mn*? na reagdo enzimatica da TtCel7.3 (Figura 35 A) potencializaram
em 136-150% a atividade enzimatica na concentracdo de 0,5 mM, enquanto que o Triton 0,2%
teve efeito inibitorio de ~71%, em comparacdo com a reacdo sem adicdo de ions — 0s outros
aditivos ndo surtiram efeito significativo na reacéo (p>0,05). Quando os mesmos aditivos foram
testados em concentracdes maiores (Figura 35 B), os ions Ni*2, K*, Li*! e Co*? potencializaram
a reacdo em ~128-192% — ja os aditivos EDTA, Mn*? e Mg*? diminuiram a reaco para ~25-
83%. Nesse caso, 0 Mn*? que a 0,5 mM teve efeito potencializador, em 10 mM produziu o
efeito contrario, diminuindo a reacdo de 150 para 82% respectivamente.

Os ions de cobalto podem ter um papel na estabilizacdo da homogeneidade estrutural
da TtCel7.2, aumentando a taxa de enzimas produtivas na reacéo, o que pode favorece-la—bem
como na TtCel7.3 pode ter um papel preventivo na formacéo de agregados, o que resulta em
aumento da atividade. Além desse fator, outros efeitos potencializadores podem incluir: (i) a
coordenacdo dos grupos funcionais dos aminoécidos e moléculas de agua, proporcionando a
geometria do estado de transicdo e diminuindo os obstaculos entropicos da reacdo pelo
posicionamento do nucle6filo;2%8-219 (ji) S&o capazes de mudar o pKa e a reatividade das cadeias
laterais de aminoécidos;?*2'2 (jii) através de efeito eletrostatico, podem desempenhar papel
significativo na catalise sem interagir diretamente com os aminoacidos do sitio ativo;?%2?13 (iv)
podem favorecer a convergéncia dos graus de liberdade, diminuindo a flexibilidade e
posicionamento de alcas e voltas, contribuindo para maior eficiéncia das interagcdes entre
substrato e enzima; (v) também, pode ser observado mudanca na dinamica da cinética
enzimatica, por aumento da relacdo Kca/Kwm, tanto pelo aumento da afinidade pelo substrato
(Kwm), quanto pelo aumento do nimero de renovacao da enzima (Kcat). No entanto, o ion pode
atuar de forma insatisfatoria, dependendo da natureza do aditivo ou da concentracdo, por ndo
favorecer a termodinamica da reacéo, resultando em efeito supressor da atividade enzimatica,

Como Visto acima.

3.3.1.8 Atividade especifica enzimética

O célculo da atividade especifica das enzimas TtCel7.2e TtCel7.3 (Figura 36) iniciou
com a variacgdo da concentracao da enzima, mantendo fixo a concentracao de substrato e dentro
de dez minutos de reacdo. A concentracdo enzimatica, que produziu uma taxa constante de
formacdo de terminais redutores a partir de CMC, durante um intervalo de tempo, sob condigdes

6timas de temperatura e pH, foi considerada para o célculo da unidade de atividade, que é
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definida como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 pmol de glicose equivalente por

minuto e por mg de CMC.
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Figura 36 - Regressdo linear da formacao de extremidades redutoras (glicose equivalente) por minuto para calculo
da atividade especifica. A) TtCel7.2 em tampdo citrato/fosfato pH 4,5 a 60 °C. B) TtCel7.3 em tampéo
citrato/fosfato pH 4,5 a 50 °C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os graficos da Figura 36 representam a taxa de formagdo de produto das enzimas nas
seguintes concentrages reacionais: 0,014 mg.mL* para TtCel7.2 e 0,012 mg.mL? para
TtCel7.3. O valor da taxa de hidrélise em funcdo do tempo das enzimas foi calculado pelo
coeficiente angular da regresséo linear dos pontos mensurados, cujo valor foi normalizado pela
quantidade de substrato utilizado na reagdo (0,25 mg). Por ultimo, para o célculo de atividade
especifica, os valores de U foram divididos pela quantidade de enzima adicionada na reag&o.

Em termos de U e de atividade especifica para essas condi¢bes, as duas enzimas
exibiram valores semelhantes. As condi¢cfes desse ensaio utilizaram valores de CMC de 2,5
mg.mL na reac&o, pois valores muito alto (~6,5 mg.mL?, dados ndo mostrados) n&o permitam
tempo habil de reacdo endpoint — a reacdo entrava em equilibrio rapidamente e apresentava uma
taxa constante de formacao de produto, mesmo com varia¢es na quantidade de enzima. Os
valores de atividade especifica mensuram as caracteristicas cinéticas de primeira ordem da
enzima, dando a informacé&o sobre a velocidade inicial (Vo) da formacé&o de produto, procurando
atenuar os efeitos da viscosidade do substrato e, consequentemente, a taxa de difusdo da enzima
no meio. A cinética de Michaelis-Menten precisou ser analisada com o intuito de diferenciar as
enzimas estudas, pois, a cinética abrange as regides de cinética de primeira ordem e de ordem
zero, que detém informacdes a respeito da constante de afinidade (Km), nimero de renovacao
(Kcat, conhecido do inglés como turnover number) e eficiéncia catalitica (Km/Kcat).

3.3.1.9 Cinética enziméatica

Dando continuidade a caracterizacdo cinética das enzimas, o estabelecimento da
quantidade necessaria de enzima para manter uma taxa constante de formacgédo de produto ao
longo do tempo, em uma concentracdo intermediaria de substrato, permitiu a variacdo da
concentracdo do substrato para estabelecer a curva caracteristica de Michaelis-Menten. Na
Figura 37 A e B estdo representados o grafico de Michaelis-Menten para as enzimas e neles

estdo indicados os parametros caracteristicos da curva, Km € Vimax.
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Figura 37 - Cinética de Michaelis-Menten para as enzimas A) TtCel7.2 e B) TtCel7.3
Fonte: Elaborada pelo autor

Os parametros cinéticos de Michaeles-Menten para ambas as enzimas foram distintos,
tanto para a afinidade ao substrato como 0 nimero de renovagdo da enzima. Em valores de K,

a TtCel7.3 possui quase o dobro de afinidade pelo CMC do que a TtCel7.2 e, em relagcdo ao
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Kcat, 0 Nmero de reagdes enzimatica por unidade de tempo para a TtCel7.2 foi de 600 s e para
a TtCel7.3 400 s%, indicando que as eficiéncias cataliticas das enzimas estdo na mesma ordem
de grandeza. Portanto, aproximadamente, ambas apresentam a mesma eficiéncia catalitica,
considerando que as subunidades do dimero da TtCel7.2 sejam cataliticamente ativos.

Em termos de ordem de grandeza de Km/Kca em M?.s necessita que 0 Kwu esteja em
concentracdo molar e a massa molecular do CMC por ser um polimero, segundo a empresa
Megazyme, ndo pode ser determinado. Entdo, foi feita uma estimativa, utilizando a informacéo
que o CMC utilizado possui substituicdes de 4-5 grupos carbometil a cada dez unidades de
anidroglucose e grau de polimerizacdo de ~1000, resultando no valor estimado de 191,25 kDa.
Assim, o valor de Ku/Kcat para a TtCel7.2 e para a TtCel7.3 foi de 108 M1.s™. Esse valor pode
representar a taxa de formacéo de produto toda vez que ha encontro entre enzima e substrato e
ele é restringido pela taxa de difusio dos componentes da reagio no meio (valores entre 108 e
10° M1.sh), portanto, pode sofrer com a viscosidade do CMC.

Para efeito de comparacdo entre Vmax calculado pela cinética de Michaelis-Menten
(Figura 37) e pelo coeficiente angular (V) do grafico da Figura 36, o valor de V para TtCel7.2
foi de (0,044 + 0,005) mM.min! e para a TtCel7.3 foi (0,039 + 0,003) mM.min, muito abaixo
do Vmax (Figura 37), 0 que é pertinente, visto que as condi¢bes de calculo de cinética de
Michaelis-Menten necessitam que as enzimas estejam saturadas com o substrato. Por isso 0s
valores de especificidade enzimatica entre as duas enzimas foram semelhantes, pois indica que
0 substrato era um limitante da reacdo naquelas condicfes e ndo apenas 0S parametros
intrinsecos de cada enzima em relacédo a catalise enzimatica.

E importante destacar que uma solugio de CMC acima de 10 mg.mL™ j& é muito viscosa
e de dificil manipulacdo, visto as barras de erros dos graficos da Figura 37, portanto, a limitagéo
de concentracdes analisadas ficaram restritas a essa dificuldade, pois se priorizou a diluicdo
seriada, partindo de uma concentracdo de 2% de CMC, sempre mantendo o mesmo volume de
cada concentracdo adicionado na reagcdo. O tempo maximo de reacdo considerado foi de 3,5
minutos para a TtCel7.2 e de 4 min para a TtCel7.3, pois procurou-se evitar os problemas de
difusdo da enzima relacionados a viscosidade do substrato. Também, como o CMC é um
polimero com ~1000 unidades, uma unica molécula pode ser catalisada em partes menores
inimeras vezes, bem como a enzima pode adsorver ao polimero ndo especificamente e reduzir
0 numero de unidade cataliticas no meio. Vale pontuar que a cinética da TtCel7.2 parece ndo
ter atingido Vmax € a da TtCel7.3 indica possivel inibigdo pelo produto, sendo necessario

planejar, ou representar o experimento de outra maneira a se averigar tais comportamentos.
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3.3.2 Clonagem, expressao, purificagdo e caracteriza¢des das enzimas recombinantes em

bactéria

3.3.2.1 Clonagem, expresséo e purificacao

Os estudos de clonagem das enzimas da Tabela 1 foram realizados com base em uma
biblioteca de cDNA e gDNA de T. terrestris. A biblioteca de cDNA foi preparada a partir da
cultura de 4 dias do fungo em meio minimo suplementado com glutamina e timina, sendo a
unica fonte de carbono o bagaco de cana-de-agUcar in natura. O meio € filtrado e a parte solida
passa pelo processo de extragdo de RNA utilizando o kit RNeasy Plant (Figura 38 A), para
posterior clivagem com DNase | e sintese da primeira fita de cDNA, através da reacdo com
transcriptase reversa SuperScript 1V, finalizando com tratamento com RNase.

Com a obtencdo do cDNA sem gDNA (que contém os introns), as sequéncias dos genes
que codificam as enzimas escolhidas foram obtidas no banco de dados RefSeq do NCBI.
Baseado na sequéncia de cada mRNA, um par de oligonucleotideos iniciadores foram
planejados e sintetizados para a amplificacdo e posterior utilizacdo na clonagem tipo LIC e
clonagem tipo TA, através da técnica de PCR. A rea¢do do controle negativo da reacdo de
obtengdo do cDNA (sem SuperScript 1V) foi testada para a presenca de DNA gendémico nas
bibliotecas através da PCR da sequéncia da GH7.1 (Figura 38 B), uma das enzimas mais
expressas, para garantir s6 a amplificacdo da sequéncia codificante das enzimas que sofrem
splicing.

As PCR foram realizadas com o sistema Phusion, que consiste em uma DNA polimerase
de alta fidelidade tipo blunt-end, e como molde para amplificacdo as bibliotecas de T. terrestris.
As amplificacdes foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose e o produto da reacédo
de amplificacdo purificado através de kits comerciais dependendo do grau de especificidade da
amplificacdo (Unica ou mais bandas no gel), se por extracdo do gel ou direto da reagédo (Figura
39).
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Figura 38 - A) Extracdo de RNA do T. terrestris. MM: Marcador molecular; 1: RNA total. B) PCR do gene da
TtGH7.1 (1527 pb) com 10% do volume da solu¢do com a amostra da reacdo de cDNA com a
transcriptase reversa (+) e sem (-). C) Padrdo de massas do marcador molecular.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para clonagem tipo LIC, reagiu-se cada inserto amplificado com a enzima T4
polimerase, na presenca de dATP, para formacdo de extremidades coesivas de ligacdo ao
sistema LIC. O fragmento foi entdo anelado ao vetor de expressdo pETTrx-1a/LIC linearizado
e previamente tratado com a enzima T4 polimerase, na presenca de dTTP. Os insertos para as
clonagens tipo TA com o plasmideo comercial linearizado Champion pET SUMO, apds PCR,
foram adenilados na extremidade 3’ com Taq DNA polimerase recombinante. Em seguida o

inserto foi ligado ao vetor com T4 DNA ligase.
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Figura 39 - PCR dos genes na tabela 1. O primeiro poco de cada amplificagéo para clonagem tipo LIC corresponde
ao marcador molecular (MM). NUmero de pares de bases (pb) de cada gene: AA9.1: 921; AA9.5: 687;
TtGal5: 1230; GH5b: 1200; GH7.1: 1527; TtXinl0A: 933; Tex: 1128; TtpXil43: 1743; TtAraf54:
1551.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por fim, as reacOes foram utilizadas para transformar as células de E. coli DH5a
quimicamente competentes. A presenca do plasmideo nos clones recombinantes foi avaliada
através de PCR de coldnia, em que a amplificagdo utilizou os mesmos oligonucleotideos
iniciadores dos genes ou do vetor pET para confirmar a presenca do gene de interesse na altura
do gel correspondente a ele. As col6nias positivas foram incubadas em meio liquido por 16 h e
0 DNA plasmidial das construc6es foram extraidos com o auxilio de Kit comercial.

O DNA plasmidial das construgdes (Tabela 5) foram utilizados para transformar células
de expressdo E. coli Rosetta gami 2 (DE3). A avaliacdo inicial de expressdo proteica foi

realizada visando-se avaliar o sistema para obtencdo de enzima soltvel. As cepas transformadas
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foram cultivadas aerobicamente a 37 °C em meio de autoinducdo ZYP-5052 até atingirem a
densidade otica (D.O., em 600 nm) entre 0,6-0,8. Em seguida, foi diminuida a temperatura para
18 °C por 16 h. Apds concluido o periodo de expressao, as células foram centrifugadas e lisadas
por ultrassom (sonicacdo). O lisado obtido foi centrifugado e as fragdes soltvel e insoluvel
submetidas a analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para avaliacdo dos
niveis de expressdo das enzimas. A massa molecular das proteinas recombinantes de cada

construcao esta anotada na Tabela 10.

Tabela 10 - Dados de massa de proteina das construcfes escolhidas

AA9.1 | AA9.5 | GH5a | GH5b | GH7.1 | TtXinl0A | Tex | TtpXil43 | TtAraf54
453 38,4 59,1 58,0 67,2 47,9 54,35 77,4 66,7

Proteina
fusionada (kDa)
Proteina
madura (kDa)
Fonte: Elaborada pelo autor.

31,3 24,4 45,1 44,0 53,2 33,9 40,4 63,4 52,7

A fracdo soluvel foi submetida a purificacdo por afinidade utilizando coluna de bancada
com resina de niquel (Ni-NTA) para interacdo com a calda de histidina presente nas construgdes.
As fragdes de eluigdo foram 10, 30 e 300 mM de imidazol (Figura 40). Na Figura 40, a TtfXil43
foi a enzima que teve maior rendimento na fase solivel em relagdo as demais. A GH5a, GH5b
e TtXin10A apresentaram maior fragcdo no precipitado, com uma pequena por¢do na fracdo de
300 mM de imidazol, o que pode ser improdutivo para as etapas posteriores de purificagéo.
Assim, para tentar aumentar a fracdo dessas enzimas na fase soltvel, novos tampdes de lise, ou
até mesmo novo meio de cultivo, devem ser testados para favorecer o aumento da solubilidade
dessas enzimas.

Apobs essa primeira purificacdo, o tampao das fracbes de 300 mM foi trocado, por
centrifugacdo, para a retirada do imidazol e modificado para o pH 7,5 e subsequente clivagem
com a Tev protease, na presenca de 2 mM de DTT por 16 h a 4 °C. A reacdo com a Tev foi
carregada na coluna de niquel novamente, onde a fragdo néo ligada foi coletada porque, uma
vez clivada, as enzimas de interesse (enzima madura) ndo interagiriam mais com a coluna —
para evitar interacdo inespecifica das enzimas clivadas com a resina de niquel, uma fracdo de 5
mM de imidazol foi adicionada na coluna. Como a Tev protease recombinante possui calda de
histidina ndo-autoclivavel, ela fica presa a coluna juntamente com as enzimas que ndo foram
clivadas e as proteinas de fusdo presas pela calda, além de contaminantes que possuem

afinidade inespecifica pela resina acima de 30 mM de imidazol.
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Figura 40 - SDS-PAGE da purificagéd- em coluna Ni-NTA das construgbes GH5a, GH5b, TtXinl10A, Tex e
TtfXil43. MM: massa molecular; bandas das enzimas recombinantes destacadas por um retangulo.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A fracdo ndo-ligada foi concentrada e aplicada em sistema Akta, acoplado com uma
coluna Superdex 200 10/300 (GE) para a purificacdo por exclusdo molecular (Superdex), com
0 intuito de aumentar a pureza e homogeneidade das amostras. As fracdes correspondentes aos
picos cromatograficos foram coletados e analisados por SDS-PAGE (Figura 41). Os tubos
referentes as fragdes onde apresentavam amostras com a massa molecular da enzima madura

foram coletados e armazenados para testes iniciais de atividade e caracterizagao.

TtGal5 Tex TtpXil43 TtAraf54

MM 49 MM 17 MM {16 MM 38

Figura 41 - SDS-PAGE da purificacdo em coluna de exclusdo molecular das construgdes, TtGal5, Tex, TtpXil43
e TtAraf54 MM: massa molecular; bandas das enzimas recombinantes destacadas por um retangulo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A purificagdo da TtAraf54 (Figura 41) deve ser acompanhada com gradiente de
concentragdo de imidazol em sistema Akta acoplado com coluna Ni-NTA para obtencéo de
fracGes mais puras. No entanto, o equipamento utilizado para registrar as imagens nos géis de
SDS-PAGE é bastante sensivel, a intensidade de algumas bandas das proteinas recombinantes
excede a sensibilidade do equipamento, como a TtAraf54, atingindo um méaximo na escala, 0
que se equipara com os contaminantes (mesmo sendo superior em populacéo). As ocorréncias
de bandas referentes a impurezas presentes nas imagens foram consideradas insignificantes em
relacdo a proteina recombinante para os testes iniciais que seguem, tanto porque a analise a olho
nu e subsequente testes enzimaticos iniciais ocorreram antes da digitalizacdo das imagens.
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3.3.2.2 Espectro de dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular foi utilizado para avaliar o enovelamento das proteinas
e para estimar o contetdo de estruturas secundarias presentes nas amostras. O espectro de 280
a 190 nm (Figura 42 A e 42 C) foi coletado e subtraido do espectro do tampéo, escalonado para
delta épsilon (Ag) para deconvolugdo dos dados através do Dichroweb. Uma vez que se tratam
de enzimas intrinsecamente ordenadas com padrdo estrutural caracteristico, é possivel fazer
uma estimativa do conteudo de estruturas secundarias (Tabela 11) para comparar com 0

esperado diante da arquitetura estrutural da familia CAZy que pertencem.
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Figura 42 - Espectro de dicroismo circular recalculado pela Dichroweb e experimental A) TtAraf54 e C) Tex.
Curva de transicdo térmica com monitoramento em 222 nm da B) TtAraf54 e D) Tex.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O monitoramento da elipticidade em 222 nm em funcdo do aumento da temperatura,
possibilitou a construcdo de uma curva de transicdo térmica entre os estados enovelado e

desenovelado, que por ajuste sigmoidal, foi obtido o valor da temperatura de transi¢éo (Tm, do
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inglés melting temperature) — valores indicados nos gréficos (Figura 42 B e 42 D). Os valores
de Tm de 57 e 58,6 °C para TtAraf54 e Tex refletem uma estabilidade estrutural elevada,
sugerindo as caracteristicas termofilicas dessas enzimas. A curva de transicao térmica peculiar
da TtAraf54 pode indicar que a proteina ndo seja mondémero em solucéo, apresentando outros

estados oligoméricos.?4

Tabela 11 - Dados de deconvolugdo dos espectros de CD de 280 a 190 nm utilizando o servidor Dichroweb.

Enzima | Estrutura 3D | Conjuntodedados | H1 | H2 | S1 | S2 V D | NRMSD
TtAraf54 | B Jelly Roll 0,03 0,03 |0,25]|0,13 | 0,22 | 0,34 0,069
Tex Ba(rg'/'a;"\" Set4 0,08 | 0,14 | 0,18 | 0,10 | 0,26 | 0,24 | 0,034
H1: Hélice o regular S1: Folhas B regular D: Desordenadas
H2: Hélice o distorcida S2: Folhas B distorcida V: Voltas

NRMSD: do inglés, normalized root mean square deviation
Fonte: Elaborada pelo autor.

A composicdo de estruturas secundarias (Tabela 11) da enzima TtAraf54 indica 6% de
composicdo de heélices-a, 38% para folhas-B e 22% de voltas, enquanto que para Tex a
composicdo de hélices-a é de 22%, para folhas-f3 28% e voltas 26%. Em termos da classificacdo
estrutural das familias: GH10 tipo Barril TIM (B/a)s?® e GH54 tipo B Jelly Roll, 2% se espera
maior conteudo de hélices o para a Tex em comparacdo a TtAraf54 e com composicéao de folhas
B e voltas na mesma proporgdo, pois o Barril TIM ¢ uma estrutura que intercala folhas-p e
hélices-a conectados por voltas, formando um ntcleo de interface entre as folhas-p com o

exterior rodeado pelas hélices-a.

3.3.2.3 Painel de substratos

Das enzimas recombinantes, duas delas foram anotadas como xilanases, a TtXin10A e
a Tex. A xilanase com atividade de endo 1,4-B- s&o codificadas pelo gene xynB, como € a Tex,
ja as enzimas codificadas pelo gene da xynA sdo enzimas que, apesar de apresentarem alta
identidade sequencial com xilanases classicas (>60%), elas sdo exo-oligoxilanases. A
TtXin10A é a segunda enzima pertencente a familia GH10 mais secretada no secretoma do T.
terrestris em bagaco de cana in natura e somente nessa condigdo, sendo a Tex a primeira.
Portanto, ndo foi possivel detectar a atividade da TtXin10A em xilano e devido a auséncia de
oligossacarideos de xilose. Uma outra abordagem seria a caracterizagdo da TtXin10A em
ensaios de sinergismo com a Tex, mas nao houve tempo para serem realizados e incluidos nesse

trabalho.
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A especificidade catalitica das enzimas pertencentes as familias TtAraf54, TtpXil43,
Tex e TtGal5 frente a hidrélise de diferentes polissacarideos foi investigada e os resultados em
termos de atividade relativa encontram-se na Tabela 12. Essa etapa € importante, pois o

substrato mais especifico € utilizado nas proximas caracterizacfes enzimaticas.

Tabela 12 - Painel de substratos das enzimas TtAraf54, TtpXil43, Tex, TtGal5 a 50 °C e tampdo citrato/fosfato pH

45,
Atividade relativa (%)
Substrato TtAraf54 TtpXil43 Tex TtGal5
4NF-o-Araf 100+38 51,3+0,5" 0,1740,038C¢ | 15+4 ABC
4NF-a-Gal 2424 4,12+0,07 P &F ND 40+5 A B.CD
4ANF-p-Gal 0.8+0.5” | 4,09+0,02P & F ND 38+4 ABCD
4ANF-4-Glu 0.0+0.1 A 2,6+0,1>-EF ND ND
ANF-g-Xil 2.2+0.2 A | 100,00£0,09' 1,47+0,02 ¢ ND
ANF-a-Arap 0.6+0.8 A 2,8+0,15.EF 1,54+0,01 ¢ 67+9BCD
ANF-p-Man 241 A 4,6+0,4F5F ND ND
2CI-4ANF-G; 01 A 6,5+0,3F 10044 ¢ ND
B-glucano 4+2 A 2,46£0,06>EF | 51+04CPD 01 A
CMC 0+9 A 1,6+0,20 F 1+1°¢ 0,0+0,7 A
Xiloglucano 20+10” | 0,4+05CPE 0,9+0,2°¢ 10+10 A B
Ac. Poligalacturénico 20420 A 0,0+,68°¢ 9,6+0,4° | 34+9ABCD
Arabinano desramificado 3x2 A 1,90+0,08>F | 1,06+0,09¢ 10+£10 A
Arabinogalactano 8+9 A 1,0+0,3%P.E | 0,19+0,088C | 90+20¢ P
Galactomanano 845 A 3,56+0,4PEF 0,5+0,2¢ 0x8 A
Liguenano 18+8 A 0,9+0,9C¢D.E 2+2CD 00+20 A
Manano 00+10 A 0,2+0,3¢D.E 0,0+0,4 B¢ ND
Arabinano 3+3 A 1,140,1¢PE | 0,00+0,028C | 80+60 &P
Xilano 242 A 1,1+0,2¢D.E 72+4F 14+7 ABC
Arabinoxilano 142 A 20+2°C¢ 73+2F 915 A B
Ramnogalacturonano | 17,2+0,9 A 014 0,0+0,6 A 70+10 B.©D
Galactano 15+15 A 05A B 36+1°F 100+40°
Cellobiose 20£20 A 0+14 07 AB 30430 A B.C

ND: ndo determinado

A B.C.. Subconjuntos homogéneos entre os quais existe diferenca significativa (p<0,05),
mas nhdo dentro deles, pelo teste de post hoc

Fonte: Elaborada pelo autor.

Atividade das enzimas que atuam em arabinofuranosideo: TtAraf54 e TtfXil43

Existem cinco familias CAZy?!” que abrigam enzimas com atividade o-L-
arabinofuranosidases: GH62, GH54, GH51, GH43, GH3 e GH2, que variam em estrutura,
especificidade ao substrato e mecanismo catalitico.}’* Elas sdo responsaveis por catalisarem a
hidrélise de residuos de L-arabinose ligados por ligagdes a-1,2-, o-1,3- ¢ o-1,5-L-
arabinofuranosidica,?®2° geralmente, encontrados em polissacarideos naturais como
arabinanos, arabinoxilanos e arabinogalactanos. Dentro das seis familias apresentadas, apenas
a GH43 e a GH62 apresentam mecanismo de inversao, enquanto que as demais sao enzimas de

retengdo.??0-221
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No painel de substratos apresentado (Tabela 12), ha duas enzimas com atividade em
residuos de o-L-arabinofuranose, TtAraf54 e TtpXil43. A TtAraf54 exibiu 100% de
especificidade em 4NF-a-L-Araf com p<0,05, enquanto que em 4NF-B-Xil (2,2%) e nos
substratos poliméricos foi detectada baixa atividade, inclusive naqueles que apresentam
substitui¢des de a-L-arabinose: arabinano (3%), arabinoxilano (1%) e arabinogalactano (8%),
mas sem diferenca significativa (p>0,05) entre eles. A andlise de alinhamento multiplo do
dominio catalitico de sequencias homologas de GH54s (Figura 43) indicaram um glutamato
230 (contando da metionina inicial) como nucleofilo e aspartato 305 como doador de prétons,
utilizando como referéncia a a-L-arabinofuranosidase B de Aspergillus kawachii com estrutura

terciaria resolvida e complexada com ligante (PDB: 1WD3).?2?

TtAraf54 FDYGNAETSSQDTGNGHMEAIYFGSSTYWGSGNGNGPWIMADLENGLFSGGKAGKNTNDPTISYRFTTAIVKGEPNQWAT
Q4WLes FDYGNAETSSRDTGNGHMEAIYFGDNTIWGTGSGSGPWIMADLENGLFSGSSPDNNSGDPSISYRFLTAVVKGKQNQWAT
QeCEES FDYGNAETSSTDTGNGHMEAILYFGDNTVWGSGSGSGPWIMADLENGLFSGSSTKNNAGDPSVSYRFLTAIVKGKPNQWATL
Q2UIM2 FDYGNAEVSNTDTGNGHMEAIYYGDNTVWGSGAGSGPWIMADLENGLFSGLSSTNNAGDPSISYRFVTAVVKGEANQWSI
Q92455 FDYGNAETNSRDTGNGHMEAIYFGDSTVWGTGSGKGPWIMADLENGLFSGSSPGNNAGDPSISYRFVTAAIKGQPNQWAT
074288 FDYGNAETSSLDTGNGHMEAIYYGTNTAWGYGAGNGPWIMADLENGLFSGQSSDYNAGDPSISYRFVTAILKGGPNLWAL
P42255 FDYGNAETSSTDTGAGHMEAILYLGNSTTWGYGAGDGPWIMVDMENNLFSGADEGYNSGDPSISYSFVTAAVKGGADKWATL
1WD3 FDYGNAETSSTDTGAGHMEAIYLGNSTTWGYGAGDGPWIMVDMENNLFSGADEGYNSGDPSISYRFVTAAVKGGADKWAT
UBBLZS FDYGNAEVSGDDTGNGHMEAIYFGDLTAYGTGSGSGPWIMADLENGLFSGFNAKNNAEDPSLSYRFISAAVKGGPNKWAT
*******". LR R LT * :¥ * *.*3***'*:9*.*3** . *: **::** * :? :*3 : *::
TtAraf54 RGADATAGGLSTFYSGARPA--NGYNPMKKEGAIILGIGGONSNGAQGTFYEGAMTSGYPSDATENAVQADIVAAKYA-
Q4liLes RGANAASGSLSTFYNGARPS-VSGYNPMSKEGAIILGIGGONSNGAQGTFYEGYMTSGYPSDATENSVQANIVAAKYA-
QOCEES RGANAASGSLSTYYNGARPN-ASGYNPMSKEGAIILGIGGONSIGAQGTFYEGYMTSGYPSDATENSVQANIVAAKYA-
Q2UIM2 RGANAASGSLSTYYSGARPS-ASGYNPMSKEGAIILGIGGONSNGAQGTFYEGVMTSGYPSDATENSVQADIVAAKYA-
Q92455 RGGNAASGSLSTFYSGARPQ-VSGYNPMSKEGAIILGIGGONSNGAQGTFYEGYMTSGYPSDATENSVQANIVAARYA-
074288 RGGNAASGSLSTYYNGIRPTDASGYNPMSKEGAIILGIGGONSVSAQGTFYEGAMTDGYPDDATENSVQADIVAAKYA-
P42255 RGGNAASGSLSTYYSGARPD-YSGYNPMSKEGAIILGIGGONSNGAQGTFYEGYMTSGYPSDDVENSVQENIVAAKYV -
1WD3 RGANAASGSLSTYYSGARPD-YSGYNPMSKEGAIILGIGGDNSNGAQGTFYEGYMTSGYPSDDTENSVQENIVAAKYVY
UeBLZS RGGNAASGPLSTFYNGSRPN-ARGYNPMSKEGAIILGIGGHNS---=======-=========---=-=----------~

HE .k ek KEELK K kK kkkckk kkkERkkkEEkkk kk

Figura 43 - Alinhamento T-Coffee modo M-Coffee das sequéncias homélogas da TtAraf54. Exceto o PDB: 1WD3,
as restantes sdo nimero de acesso UniProtKB.
Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com a classificacdo das GH54s, o painel indica que a tAraf54 é uma enzima
a-L-arabinofuranosidase tipo A, em contraste com as do tipo B, que em adicdo a atividade em
4ANF-a-L-Araf apresentam atividade em hemiceluloses contendo arabinose, como arabinano,
arabinogalactano e arabinoxilano.??*-??* No entanto, ndo é o que revela a analise de dominios
no InterPro??® e Pfam,??® que indicam dominio de a-L-arabinofuranosidase B do aminoacido
29 ao 342 e dominio de ligacéo a arabinose (ABD, do inglés, arabinose binding domain) do
aminoacido 405 ao 537 — nomeada de CBM42.222:227

A vista disso, a sequéncia de aminoacidos do 343 ao 537 foi submetida ao servidor T-
Coffee?”® modo Expresso para alinhamento estrutural dessa regido com proteinas de diversos
organismos do banco de dados n&o-redundantes UniProtkKB/SwissProt.??® O alinhamento
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retornou diversas regides ndo conservadas na TtAraf54 (Figura 44), dentro das quais foram
consideradas de baixa complexidade pelo SMART?® e Pfam,?? sendo uma delas de repeticéo
compostas por 4 treoninas e 9 serinas (338-351). Consultando a regido gendmica que codifica
para as proteinas homologas as TtAraf54 de outros organismos como: Trichoderma reesei, T.
harzianum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Penicillium expansum, todas elas, assim
como para T. terrestris, ndo possuem intron na sequéncia, indicando que as regifes néo-
conservadas da TtAraf54 nao possuem relacdo com a perda de processamento pds-transcrional
(splicing) devido a algum evento evolutivo a nivel genémico.

Para investigar a influéncia dessas regibes no ABD, a sequéncia da proteina foi
submetida a uma modelagem automatica por homologia no servidor Swiss-Model, 2% utilizando
como molde uma a-arabinofuranosidase B de Aspergillus kawachii, com 64,38% de identidade
(PDB: 1WD3, 1,75 A).222 A estrutura modelada apresentou pontuacdo para GMQE de 0,79
(nimero préximos de 1 indicam maior confiabilidade do modelo), QMEAN de -1,74,
MolProbity?*! de 1,79 e Ramachandran favoravel de 91,63%.

—--WELVPGLANSG--

onsensus_ss: essesas EECELEEE

Conservation:

\AGFHEEVNWVVETGLAA 20
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WSYPTRYFRHYENVLYAASNG-GVOTFDSRTSFNNDVSFEIETAFAS 1
I8 . .theSEs FPTRYSRHY . 55 IYRASNG. GsppFDEsAtFo—-VsEVIpsthA.
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Figura 44 - Alinhamento T-Coffee modo Expresso e representacdo da predicdo de estrutura secundaria por
PROMALS3D?* das sequéncias homdlogas da TtAraf54. Exceto o PDB: 1WD3, 3KMV e 3AKF, as
restantes sdo nimero de acesso UniProtKB. As letras e representam folha-f; h representa hélice-a;
Conservation é a pontuagdo da conservacao calculado pelo programa; Consensus aa é 0 aminoacido
consenso na posi¢do; Consensus ss: € estrutura secundaria consenso presente na posicao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

U6BLZS.1: P:canes:ens

gsr

O modelo gerado foi alinhado no Pymol,?® usando a ferramenta SUPER, com o modelo
PDB: 1WD4, uma enzima de A. kawachii complexada com arabinose. As regides nao
conservadas, apontadas no T-Coffee (Figura 45), foram coloridas em vermelho. Das 3
arabinoses ligantes presentes na estrutura da 1WD4, uma esta localizada no sitio ativo do
dominio catalitico e as outras duas com sitios distintos no dominio de ligacdo a arabinose. A

analise visual das estruturas mostra duas regides em vermelho da TtAraf54 que obstruem o sitio
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de ligagdo a arabinose (Figura 45): o sitio proximal ao dominio catalitico apresenta uma
pequena alga (421-423), obstruindo o local de ligacdo da arabinose. O sitio distal apresenta uma
regido desordenada (338-351) que, além de bloguear a ligacdo da arabinose, causa uma
protuberancia que pode inviabilizar a acomodacdo da cadeia do polissacarideo. Essas
caracteristicas estruturais desfavoraveis no dominio de ligacdo ao carboidrato, causadas pelas
regides ndo conservadas, podem sugerir a incapacidade da TtAraf54 recombinante de ser ativa

em polissacarideos com substituicdes laterais de arabinofuranose.?*

A)

Figura 45 - A) Alinhamento do modelo estrutural da TtAraf54 (cinza) com a estrutura 1WD4 de A. kawachii (rosa)
com destaque (vermelho) das regides ndo-conservadas do dominio ABD. B) Surperficie eletrostatica
gerada pela ferramenta APBS Electrostatics do Pymol da B) TtAraf54 e da C)1WD4. As cores
representam o potencial eletrostatico da superficie molecular entre -5 e +5 kT/e.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Uma dessas regides sdo sequéncias simples que envolvem a repeticdo de um Unico
aminoacido chamadas de SAARs (do inglés, single amino acids repeats) — como a regido
desordenada constituida pela repeticdo de Thr e Ser do sitio distal de ligagcdo — os classificadores
de dominios indicam essa regido como de “baixa complexidade” ou como “regides
intrinsecamente desordenadas”. Apenas ~15% das SAARs estdo presentes em qualquer
dominio funcional conhecido, enquanto ~74% das repeticGes estdo presentes nas regides
desordenadas. Isso sugere que as SAARs aumentam a funcionalidade das proteinas fornecendo
flexibilidade, estabilidade e atuando como espacadores entre os dominios,?® bem como se vé
para a TtAraf54, cuja regido de 343-404 compreende a regido de repeticdo 338-351 e que separa
o dominio catalitico ao de ligacdo ao substrato.

Embora algumas dessas repeticdes de certos aminoacidos sejam toleradas pelas
proteinas, indicando uma pressdo de selecdo positiva por tras do acimulo de SAARs, outras
levam a um estado de doenca monogénico.?*® Algumas dessas regides, que em condicdes
normais ndo sdo estruturadas, podem passar de estados desordenados para estados ordenados
ao se conectar a um parceiro interagente,?3-2% ou passar por mudancas pés-traducionais, como
glicosilagdo.?*°?4° No entanto, uma compreensao geral da importancia e distribuicdo funcional
de SAARSs ainda néo foi estabelecida.?*®

Levando em consideracdo que a enzima recombinante pertence a um eucarioto que
possui mecanismos de modificacBes pos-traducionais e o sistema de expressao da proteina
recombinante € um procarioto, essas mudancas podem levar a um mal enovelamento do
dominio ABD, resultando na perda da capacidade de atuar em polimeros. Submetendo a
sequéncia de aminoacidos aos servidores NetNGlyc'® e NetOGlyc,!% para predicéo de sitios de
glicosilacdes, nota-se que existem seis posi¢des de O-glicosilacbes na regido distal de ligagédo
a arabinose (338, 339, 344, 345, 347 e 348; Figura 46), sugerindo que a glicosilacdo pode ter
um papel fundamental no enovelamento dessa porcdo da proteina, o que pode resultar na
capacidade de se ligar a polissacarideos. Mas, considerando o espacamento entre 0s dominios
como uma estratégia de aumentar o grau de liberdade entre eles, as glicosilagdes também
servem de protecdo as proteases, como no linker de algumas CBHs que separa a porgao
catalitica do CBM, ja que uma regido menos estruturada é mais favoravel a protedlise. Essas
hipoteses podem ser investigadas com ensaios de atividade da TtAraf54 expressa em sistema
eucarioto, como o A. nidulans A773. No entanto, para a presente enzima recombinante, a
hipotese de obstrucdo dos sitios de ligacdo pelas regides ndo-conservadas parece ser a possivel

causa da divergéncia na atividade esperada para a-arabinofuranosidases B com dominio ABD.
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SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 332 332 @.517686 - #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 337 337 a.5 - - #PCISITI'\."E
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 338 338 @.548149 . . #POSITIVE
SEQUENCE netoalyc-4.9.0.13 CARBOHYD 339 339 @.589299 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD 348 346 @.322434

SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 341 341 @.293227

SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 342 342 @.3408955

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 343 343 @.382963 . .

SEQUENCE netoalyc-4.8.8.13 CARBOHYD 344 344 @.5673847 . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 345 345 @.59131 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 346 346 @.467484

SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 347 347 a.5 - - #PCISITI'\."E
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 248 2438 @.518174 . - #POSITIVE
SEQUENCE netoalyc-4.8.8.13 CARBOHYD 349 349 @.282153

SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 355 355 @.329294

SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 358 358 @.184758

SEQUENCE netOalyc- 4.9.6.13 CARBOHYD 359 359 @.340?39

SEQUENCE net0Glvc-4.0 CARBOHYD 368 268 .352581

Figura 46 - Resultado da predlgao de glicosilages O-ligadas pelo serwdor NetOGlyc da sequenua da TtAraf54.
A regido de aminoacidos ndo-conservados estd indicada dentro do retangulo preto. SEQUENCE
significa sequéncia; CARBOHYD significa carboidrato; POSITIVE significa que aquela sequéncia é
positiva para a presenca de carboidrato.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A proxima possivel arabinofuranosidase é da familia 43 e as 13.435 enzimas
classificadas como pertencentes a essa familia sdo subdivididas em 37 subfamilias, das quais
37 enzimas pertencem a subfamilia 14, incluindo a TtpXil43. Essa subfamilia possui
caracteristicas comuns: todas séo de origem fungica, atividade em arabinoxilano e em 4NF-f-
Xil.?** Ha também a ocorréncia de um dominio C-terminal encontrado unicamente nessa familia
de hidrolases de glicosideos (até a presente elaboracdo dessa Tese — outubro, 2019), sem uma
aparente funcdo e nomeado de X19. Esse dominio C-terminal adota enovelamento tipo
concavalina-A, que consiste de um sanduiche de folhas-, cuja presen¢a pode estar relacionada
a0 aumento da estabilidade da proteina.?** O alinhamento multiplo do dominio catalitico de
enzimas homologas e utilizando a anotacdo da a-L-arabinofuranosidase de terminal n&o-
redutor de Bacteroides ovatus,?*? revelaram como nucleofilo o aspartato 39 e o glutamato 218

(contando desde a metionina inicial) como doador de prétons para TtpXil43 (Figura 47).
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TtBXil43 YYNPVLPGWHSDPSCWVHVDGIFYCVYTSTFISFPGLPIYASRDL INWKHYSHVIWNRESQLPGY SWATVY - AQQHGMYAATIR
ATLXTE YSNPYIPGFHPDPSVCKAGDDYY LVNSSFOYFPGVPLFHSKDLVHWEQIGNCLTRPSQLDLTN- - -A-NSGSGIFAPTIR
P45982 --NPILKGFYPFDPSICRKGDDRYLVCSSFVYAPGYVPIFHTKDLAHFEQIGNILDRESQLPLSG---D--ISRGIFAPTIR
AT7LXU@ FRNPIITGMNFDPSICRVGDDRYLVTSTRFEYFPGLPVYHSKDLVHWKLIGHALSRPENNPLMG- - ~-CNASTGGQYAPTLR
ASZND1 --NPILKGFNFDPSIVRVGDDYYIATSTFEWFPGIQLHHSRDLINWRLVGHALTRTSQLNMMG- - -M-DNSEGVYAPALT
Pe712% --NPVLKGFNFDPSICRAGEDYYMAVSTFEWFPGVQIYHSKDL IHWRLAARPLOKTSQLDMKG- - -N-PDSGGWVWAPCLS
P77713 --NPILTGFNFDPSLCRQGEDYY IATSTFEWFPGVRIYHSRDLKNWSLVSTPLDRVSMLDMKG- - -N-PDSGGIWAPCLS
PS4489 --NPVLKGFNFDPSICRAGEDYY IAVSTFEWFPGVQIHHSKDLVNWHLVAHPLQRVSQLDMKG- - -N-PNSGGVWAPCLS
QSWXES YRNPX----- SDPDVIRVGNKXYMVASDFH - XMGMQVLESDDMVXWRYISQIYRRFNEPGWDA- - ML -HYAGGSWAPSIR
EE L EE P L L LoEL . . LI
TtBXil43 YRAGTFYVICEYLGVAG-K--DAGVLFRTTNPFDDAAWSDALTFP---VDKIDPDLFWDDEEDNNNNINNSTRNTNTTDE
ATLXTE YNDGVFYMITTNYS-------- GKGMNFLYHTTDPRSEWSEPWWLE - - -QGGIDPSLYFED -GKCFMVSN----------~
P45982 EHNGIFYMITTHNVS-------- SGGMNFIVTAKDPAGPWSEPYY LGEDEAPGIDPSLFFDDDGKCYYVGT ------- RPNP
ATLXU@ YHDGTFYVIGTNYGGK ----- GSOGVFYVTAKNPAGPWSDPVIWVG- - -NWYVDPSIEFIDGKMYFLSP ------------
ASZND1 YSDGTFWLCFSNYHSCRGGNWMATPSYWVTADSIEGPWSEPVPIG- - -NYGFDPSLFHDDDGKKYMLNM=--~--~--~ TWGG
Pe712% YADGQFWLIYSDIKVVD-GPFKDGHNY LVTADAVDGEWSDPVRLN- - -S5GFDPSLFHDPSGEKYVLHM------- LWDH
P77713 YADGKFWLLYTDVEIVD-SPWKNGRNFLVTAPSIEGPWSEPIPMG- - -NGGFDPSLFHODDGRKYYIYR------- PWGP
PS4489 YSDGKFWLIYTDVKWVD -GAWKDCHNYLVTCETINGDWSEPIKLN- - -SSGFDASLFHDTDGKKYLLNM------- LWDH
Q9WXES YHSGLFYVYFCTP--------- DEGLYMSTASNPAGPWAFLHLVKR-VAKWEDPCPFWDEDGQAYIGRS----------~
.. . % . ®
TtBXila3 N-KAYVATQGIQLQELDLTTGAL-TRPTSLWNGTG--GVWPEGPHLYKKDGYYYLLIAEGGTALDHSITMARLHRLTQRS
A7LXT®8 ------ PDGYINLCEIDPMTGKQLSSSKRIWNGTG--GRYAEGPHIYKKDGWYYLLISEGGTELGHKVTIARSRYID- -G
P45982 DGVRYNGDWE IWVQELDLEQMKLVGPSMATWKGALKDVIWPEGPHLYKKDGYYY LLHAEAGTSFEHAISVARSKELF - -K
A7LXUe == DNQGSFLLGVMDPETGTFVEALRKVASGLG--GSS5PEGPHRYKIGDYYY IMSAEGGTGYEHREVIQRSKSPW- -G
A9ZND1 R-AKTNFFGGILIMQEFDADEGKLVGAPKTVFEGTE--LGCTEGPQLLKKDDYYYLITAEGGTERNHAVTVCRSKHINW- -G
Pe7129 R-EKHHSFAGIALQEYSVSEKKLVGERKVIFKGTP--IKLTEAPHLYYINDVYYLLTAEGGTRYEHAATIARSSRID- -G
P77713 R-HHSNPHNT IVLQAFDPQTGTLSPERKTLFTGTP--LCYTEGAHLYRHAGWYY LMAAEGGTSYEHAVVVLRSKNID- -G
PS4489 R-IDRHSFGGIVIQEYSDKEQKLIGKPKVIFEGTD--RKLTEAPHLYHIGNYYYLLTAEGGTRYEHAATIARSANIE--G
Q9WXES ----QHGAGP IIVHRMSADGKTLLDEGKTVYEGP - - - - - TAEGTKFMKRNGWYYLIIPEGGVG-----------------
- # .. EE .. B R

Figura 47 - Alinhamento T-Coffee modo M-Coffee das sequéncias homdlogas da TtpXil43. Os retdngulos em
amarelo indicam os aminoacidos conservados do sitio catalitico: nucle6filo: aspartato (D) e doador de
préton: glutamato (E). As sequéncias homdlogas estdo identificadas pelo nimero de acesso
UniProtKB.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pelo painel de substratos (Tabela 12), a TtpXil43 apresentou maior ¢ moderada
atividade em 4NF-B-Xil (100,00%) e 4NF-a-L-Araf (51,3%), respectivamente, com p<0,05
para ambas pelo teste de post hoc, sugerindo que a TtfXil43 é um B-xilosidase, o que é
consistente com a observagdo que as B-xilosidases sdo capazes de clivar as ligagdes a-L-
arabinofuranosil — também algumas arabinofuranosidases de clivar ligagdes [-D-
xilopiranosil 24324 Geralmente, essa sobreposicdo de atividade para uma Gnica enzima da
familia 43 estdo relacionadas as conformagdes estericamente similares da a-L-arabinofuranose
e da B-D-xilose perto da ligagdo glicosidica.?4245-246

Nos substratos poliméricos (Tabela 12), a enzima TtfXil43 exibiu atividade razoavel
em arabinoxilano (20%, post hoc com p<0,05), que possui posi¢des unicamente e duplamente
substituidas de a-1,2- e/ou a-1,3-L-arabinofuranose. Quando as xiloses da cadeia principal
desse polissacarideo sdo duplamente substituidas, elas se tornam particularmente recalcitrantes
ao ataque enzimatico de xilanases.?*” Dessa forma, conhecer a capacidade da enzima em liberar
a arabinofuranose de uma das posi¢des duplamente substituidas € imprescindivel para a

utilizagio dessa enzima no aumento do potencial industrial desse polissacarideo.?*® No entanto,
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uma analise mais a fundo do produto de hidrdlise dessa enzima deve ser investigado para avaliar

a possivel capacidade em clivar ligagdes duplamente substituidas.

Atividade endoxilanase: Tex

A endoxilanase da familia 10 de T. terrestris (Tex) exibiu atividade significativa
(p<0,05) em relacdo aos outros substratos pelo xilano e arabinoxilano igualmente, com
atividade moderada em galactano e alta em 2CI-4NF-G, (Tabela 12). Isso mostra uma certa
promiscuidade em relacdo a conformacédo de pirano da xilose, da glicose e da galactose da
cadeia principal desses polissacarideos. A alta atividade em 2CI-4NF-G2 pode indicar uma
atividade de 1,4-p-glucanase, mas a baixa atividade em substratos como CMC, liquenanao e f3-
glucano inviabiliza essa hipotese, sugerindo que a Tex nao tenha especificidade para substratos
poliméricos baseados em glicose, mas em substratos de origem sintética ou com pequenas
cadeias.

As enzimas da familia 10 sdo enzimas de retencdo da configuracdo anomérica do
carbono, e foram categorizadas primariamente como endo-1,4-B-xilanases, que apresentam
modesta a alta atividade em celobiosideos e baixa atividade em CMC,?*%! o que,
erroneamente, levou a essas enzimas a serem chamadas de exo-celulases na literatura.?*> A Tex
apresenta a caracteristica de afinidade por substrato parecida com enzima da familia 10 de
Cellulomonas fimi (Cex). A analise da sequéncia primaria da Tex através do PROSITE? e
InterPro®?® mostraram a presenca de um CBM tipo 1 do aminoéacido 359 ao 395 (apresenta 4
cisteinas conservadas), doador de préton glutamato 150, nucleéfilo glutamato 259 e uma regido
desordenada do 332 ao 355, que sugere ser a conexao entre os dominios hidrolase de glicosideo
e CBM.

Consultando o banco de dados do SMART, a analise mostra duas regides de baixa
complexidade: 171-188 e 332-362. A primeira regido apresenta a seguinte sequéncia:
PAYIPIAFAAAAEADPDA e a segunda: GSSPPPSTTTTTAATTTTPPSGGGGNGCTAP,

ambas regides podem ser consideradas SAARs, pois apresentam repeticbes do mesmo

aminoacido e podem ter alguma influéncia na estrutura ou funcdo da enzima, assim como
observado na TtAraf54, mas o painel ndo revelou nenhuma discrepancia. Notavelmente, a
posicao da regido de baixa complexidade de 332-362 € entre os dominios catalitico e de ligacao
ao carboidrato, podendo indicar que a funcdo de SAARs na Tex, e também na TtAraf54, esta
relacionada a funcdo de flexibilidade entre os dominios, aumentando o grau de liberdade e

independéncia de cada dominio em atuar no polissacarideo.
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Além disso, uma consulta nos servidores de predicdo de glicosilacdo indicaram o tipo
O-ligada nas posic¢oes 329 e 332 (Figura 48), o que pode acarretar em modulagdes estruturais
dessa regido, antes prevista como de baixa complexidade, e também fornecendo uma barreira
as atuacdes de proteases. Baseando-se nas repeticGes de treoninas e serinas como causa de
glicosilagcbes em mucinas, as SAARS que aparecem tanto em TtAraf54 e Tex podem indicar
um evento evolutivo que possibilitou uma maior atividade, solubilidade e estabilidade a essas

proteinas para serem secretadas.

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 3a5 3@5 8.213277 - .

SEQUENCE netOGlyc-4.8.08.13 CARBOHYD 313 313 @.683377 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 314 314 @.894891 - . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.08.13 CARBOHYD 318 318 8.917989 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.08.13 CARBOHYD 319 319 @.933187 - . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.6.8.13 CARBOHYD 320 320 @.880224 - . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD 31 321 @.916856 . - #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.68.8.13 CARBOHYD 322 322 8.974656 - . #POSITIVE
SEQUENCE net0OGlyc-4.8.08.13 CARBOHYD 323 323 9.926943 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 326 326 8.976726 - . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.8.08.13 CARBOHYD 327 327 8.972571 . . #POSITIVE
SEQUENCE netoGlyc-4,8,08,13 CARBOHYD 32 328 8,97672] #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.08.13 CARBOHYD 329 329 8.929927 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.08.13 CARBOHYD 332 332 @.877681 - . #POSITIVE
~ SEQUENCE NetlGlyc-4.8.9.13 CERBOAYD ELC] 349 . 38728

SEQUENCE net0Glyc-4.8.08.13 CARBOHYD 353 353 @.119888

SEQUENCE net0Glyc-4.6.8.13 CARBOHYD 356 356 @.108442

SEQUENCE net0OGlyc-4.8.08.13 CARBOHYD 357 357 @.28304 .

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 363 363 ©.9125248

SEQUENCE net0OGlyc-4.8.08.13 CARBOHYD 367 367 9.9222086 .

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 372 372 7.28228e-86 - .

Figura 48 - Resultado da predicdo de O-glicosilacfes pelo servidor NetOGlyc da sequéncia da Tex. A regido ndo-
conservada esta indicada dentro do retdngulo preto. SEQUENCE significa sequéncia; CARBOHYD
significa carboidrato; POSITIVE significa que aquela sequéncia é positiva para a presenca de
carboidrato.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dessa forma, a regido do aminoéacido 21 ao 330 foi selecionada para construcdo
automatica de um modelo estrutural por homologia através do servidor Swiss-Model, %%’ com o
intuito de otimizar a modelagem da regido catalitica. A estrutura escolhida foi PDB: 6Q8M
(1,42 A) de Aspergillus aculeatus com identidade sequencial de 54,25%, o modelo apresentou
parametro GMQE de 0,80 (nimero proximos de 1 indicam maior confiabilidade do modelo),
QMEAN de -1,55, pontuagdo MolProbity de 1,25 e Ramachandran favoravel de 97,06%.

Com as coordenadas do modelo para Tex, foi possivel alinhar duas estruturas da Cex
(uma com ligantes, PDB: 1EXP e outra sem ligante, PDB: 2EXO) através do método Super
implementado no PyMOL (Figura 49).2%3 Assim no subsitio -2, a GIn-89 da Tex ocupa a mesma
posicdo que a GIn-87 da Cex e a GIn-88 de uma xilanase de Streptomyces lividans (SIXil10),
sugerindo ser responsavel pela acomodacéo do grupo hidroximetil da hexose devido a maior

flexibilidade, em contraste com a rigidez da Tyr-87 de Pseudomonas cellulosa (PcXill10),
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explicando a diferenca de atividade em 4NF-G2 entre Cex e PcXil10,2°%%* o que pode ser
estendido para a Tex.

J& no subsitio -1, essa atividade em 4NF-G: ainda estaria relacionada ao Trp-313 da
PcXil10 (Trp-281 para Cex) que teria uma mudanca conformacional restrita devido a interacao
hidrofdbica com a Leu-314 (Val-282 para Cex) ndo comportando o hidroximetil da glicose.?®
Essa rigidez poderia ser observada para Tex, uma vez que o Trp-286 poderia interagir com a
Ile-287 da mesma maneira que na PcXil10, indo contra a atividade em 2CI-4NF-G; (Figura 49)
— pior ainda para SIXil10 que o Trp-274 estaria com a conformacao restrita devido a interacao
de empilhamento com a Arg-275. Dessa forma, Andrews et al>>® mostrou que a mutagio da
Leu-314 né&o teve efeito significativo na atividade contra 4NF-G2 da PcXil10, mas reduziu
drasticamente a atividade em 4NF-X> (4-nitrofenil-xilobiosideo), indicando que a Leu possui
um papel crucial na ligacdo de xilopiranosideo e, aparentemente, menos critico para

glucopiranosideo.

Figura 49 - Alinhamento de estrutura com destaque para os residuos do subsitio -2 e -1: Tex em azul com residuos
em-2: GIn, -1: Trp e lle. PcXil10 em laranja com -2: Tyr, -1: Trp e lle. Cex em cinza com -2: Gln, -1:
Trpe Val.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim, estendendo a explicagdo de Ducros et. al.?*® ¢ sugerido que ambos Trp e seu
parceiro de interacdo tornam-se desordenados, sugerindo que a flexibilidade na localizacéo do

parceiro permite que o residuo aroméatico adote uma nova posi¢do para acomodar a glicose.
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Mais tarde, foi observado que quando essa interacdo abrange um conjunto de aminoécidos, ela
pode tornar a movimentagdo mais rigida, resultando em menor atividade em 4NF-G2 — como é
0 caso da xilanase de Cellvibrio mixtus (CmXil10) em comparacdo a Cex, ja que no subsitio -2
ambas apresentam GlIn (GIn-120 para CmXil10).2%" A analise dessa regio, por alinhamento e
comparando a estrutura modelada da Tex com a CmXil10 e a Cex (Figura 50 A), mostrou que
a Phe-286 e Pro-287 da Cex (Phe-340 e Pro-341 da CmXil10) possui um espagamento de um
aminoacido em relacdo a dupla Trp-281 e Val-282 (Trp-336 e Leu-337 da CmXill0), esse
posicionamento parece ser suficiente para que as duplas n3o interajam.?>’ Em relagio a Tex, ela
ndo possui essa dupla de residuos e a alca que abriga essas interacfes € mais curta do que nas
outras estruturas (Figura 50 B), logo é esperado que esse truncamento de aminoacidos favoreca

a flexibilidade dessa regido, assim como na Cex.

A

430

Tex:T_terrestri
nlE@ki:s_lividan
nlUQY:C_mixtus
n3U7B:F_oxyspor
néQaM: A_aculeat
n3WUF : 5treptomy
n1XYZ:H_thermoc
ndXUY: A _niger_C
n1TA3:A nidulan
n1EXP:C_fimi
ndxva:T_reesel
n4F8X:P_canesce
niN82:6_stearot
n6FHF: E_coli
ndPMV:X_citri p
n2DEP:T_stercor
nlCLX:C_japonic
n2W5SF:H_thermoc

Figura 50 - A) Alinhamento global identificando os pares de inte@éo (tréc;o vermelho) da Cex (C. fimi) e da
CmXil10 (C. mixtus). B) Alinhamento das estruturas da Cex (verde), CmXil10 (laranja) e Tex (azul).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Adicionalmente, é sugerido que a alta eficiéncia catalitica da Cex contra 4NF-G., 4NF-
X2 e DNF-G; (dinitrofenil celobiosideo) ndo é um reflexo da ligacéo eficiente de residuos de
acucar na regido glicona do sitio ativo (subsitios de -1 ao -3), mas sim devido a afinidade
relativamente alta para grupos fendlicos na regido aglicona (subsitios +1 e +2) da fenda de
ligagdo ao substrato.?532%8 Essa hipGtese remete as tomatinases relacionadas a membros da
familia 10. Tomatinas pertencem a uma classe de moléculas chamadas de saponinas, que sdo
glicideos e consistem de um aglicona, esteroidal ou tripernoide, ligada a um ou mais
agucares.”®® Moléculas como o-tomatina possui efeito toxico e muitos fungos patdgenos

produzem tomatinases para remover os agucares da cadeia como forma de destoxifica-la,?®® em
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contra partida, também apresentam efeitos anticarcinogénico, cardioprotetor e outros beneficios
a satde humana.?!

Embora ndo tenha sido relatada nenhuma atividade de xilanase para tomatinases, 260262
263 n30 exclui a hipdtese de xilanases apresentarem atividade em tomatinas ou saponinas, ja que
a parte aglicona, como ja mencionado, pode ser bem acomodada no sitio ativo de xilanases com
alta atividade em 4NF-glicosideo. Mas essa atividade deve ser mensurada, bem como anélises
estruturais capazes de explicar as bases moleculares relacionadas as possiveis diferencas, uma

vez que a sequéncia de aminoacidos de tomatinases e glucanases sio altamente homélogas.?%°

Atividade da galactanase TtGal5

Observando a atividade da TtGal5 nos substratos sintéticos com maiores atividades, ndo
hé diferenca significativa pelo teste de post hoc (p>0,05) entre 4NF-a-Gal ou 4NF-B-Gal, nem
em relacdo a conformacéo da arabinose na forma pirano h4 uma preferéncia, como se vé em
4NF-a-Arap (Tabela 12). Em adicdo a isso, nos substratos poliméricos, as maiores atividades
foram em arabinogalactano, ramnogalacturonano e galactano, que compreendem o subconjunto
homogéneo D pelo teste de post hoc, os quais possuem substratos baseados em galactose,
indicando que a TtGal5 pode ser uma galactanase.

Arabinogalactano tipo | (AG-I) sdo polissacarideos com cadeia principal de B-1,4-
galactano, covalentemente ligado a regido ramnogalacturonano | de pectinas,?®* com
ramificacdes de grupos ferulicos ligados em 0-6,26526¢ arabinofuranose em O-5 e
arabinopiranose terminais ligadas a galactose.?®” Tipo Il de arabinogalactanos (AG-11) s&o
altamente complexos e frequentemente ligados a proteinas, sdo constituidos de cadeia principal
de B-1,3-galactano com ramificagdes de mono ou oligossacarideos de galactoses em O-6,
apresentando agucares terminais nas ramificagdes como L-arabinofuranose, L-arabinopiranose,
L-ramnose, entre outros.?8-2%% O substrato arabinogalactano de larico adquirido de Megazyme
apresenta ramificacOes 1,6-a-Araf, 1,6-p-Gal-1,6-p-Gal, 1,6-p-Gal-1,4-a-Araf e 1,4-B-Gal-1,6-
B-Gal.

Utilizando a sequéncia da proteina sem o peptideo sinal da TtGal5, o resultado do
Blast'3’ com pardmetros padrdes retornou alinhamentos globais com pontuacgdo acima de 200
para enzimas com fungao B-galactanase, e 1,6-pB-galactanase. Junto a isso, a classificagdo do
banco de dados CAZy das 14.081 enzimas pertencentes a familia 5, 563 sdo caracterizadas e
possuem mecanismo de retencdo, das quais apenas 2 sdo endo-1,6-galactanases: uma de

Aspergillus niger e outra de Fusarium oxysporum, que possuem com a TtGal5 56,15 e 55,03%



141

de identidade, cobertura de 94 e 95% e e-value abaixo de e%2, respectivamente. O banco de
dados Pfam por similaridade & endoglucanase A de Clostridium cellulolyticum apontou uma
triade de aminoacidos pertencentes ao sitio ativo: histidina-171, glutamato-223 como doador
de préton e glutamato-346 como nucleofilo.??® Mas com parametros de alinhamento local dos
dominios celulase entre as duas sequéncias muito ruins: identidade de 30,00%, cobertura de
24% e e-value de 0,13. Portanto, os bancos de dados carecem de melhor anotacdo das
caracteristicas desse tipo de enzima da familia 5, pois ainda ha pouca informacéo estrutural e
funcional a respeito delas.

Sabendo que endo-p-1,6-galactanses (EC 3.2.1.164) podem degradar AG-1127%2"1 g,
mediante aos polissacarideos empregados no painel, apenas o arabinogalactano de larigo
poderia ser substrato mais especifico para a atividade da TtGal5, assim como foi pobremente
detectado. Além do mais, houve uma dificuldade referente a observacdo de uma atividade
sobressalente as residuais apresentadas nos demais polissacarideos, como galactano e
ramnogalacturonano, mensurado através dos agucares redutores na reacdo pelo método de
Miller. 113

Isso pode estar relacionado ao baixo niumero de ramificagdes de dissacarideos B-1,6-
presentes nos substratos empregados, sendo mais apropriado identificar os produtos de hidrolise
utilizando um HPLC ou espectroscopia de massas. Ja a atividade nos substratos sintéticos como
4ANF-B-Gal, 4NF-a-Gal e 4NF-a-Arap podem indicar uma baixa seletividade pelos agucares
terminais das 1,6-B-galactoses ligadas a cadeia principal, j& que a estrutura do anel desses 4NF-
glicosideos ¢ similar. Portanto, a enzima recombinante TtGal5 pode ser uma j3-1,6-galactanase
que desmembra preferencialmente [3-1,6-galactobiose de AG-II.

Em termos da importéancia dessas enzimas, o uso de enzimas que degradam AG-1 e AG-
Il podem beneficiar o branqueamento de polpas de celuloses utilizadas na industria de papel,
uma vez que os galactanos, assim como xilanos, podem estar quimicamente ligados com a
lignina.2’22" Pectinas de residuos agroindustriais como polpa de beterraba sacarina e polpa de
batata s@o ricos em pectina, no entanto a habilidade de gelificacdo delas € menor do que pectinas
de magd e citros. A razdo vem da hipotese da abundéncia de agucares neutros das cadeias
laterais, como os galactanos.?’* Muitas dessas pectinas, incluindo a de soja, na alimentagio
animal, sdo tratadas com o0 uso de enzimas que atuam em AG-II para reducdo da viscosidase e
aumento da digestibilidade dos ingredientes na ragdo.2”>?"® Uma forma de agregar valor
nutricional seria 0 emprego de galactanases para a producdo de prebidticos, como os galacto-

oligossacarideos.?”
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A expressdo in situ de p-galactosidase/galactanase demonstrou-se relacionada ao
processo de amolecimento e solubilizagéo de pectinas e hemiceluloses em maméo papaia. Essa
potencial capacidade das isoformas de B-galactanases/galactanases de papaia em hidrolisar
pectina e hemicelulose pode indicar que os galactanos podem exercer estruturalmente ligacGes
cruzadas entre os componentes da parede celular, o que aumenta sua recalcitrancia.?’”” O
processo de amadurecimento do mamao papaia tem sido alvo de interesse em engenharia de
pectina pois o0 amolecimento do fruto propde uma facilitacdo da degradacéo da parede celular.
Esse processo também ocorre no aerénquima da cana-de-agucar e estd sendo estudado para
melhoramento genético a fim de viabilizar a producédo do etanol de segunda geracdo em larga
escala.®®

Enzimas que séo capazes de hidrolisar 4NF-glicosideos possuem potencial atividade em
glicosideos naturais. Os glicosideos sdo 0s compostos que apresentam uma molécula de agucar
ligada a uma molécula ndo glicidica (aglicona) como: terpendides, esteroides, flavonoides,
quinonoides, lignanas, outros fenolicos simples e isotiocianatos. A diversidade estrutural deles
é resultado da grande quantidade de variedades e configuracdes estereoquimicas do
componente de agtcar, apresentando atividade bioldgica diferente para 0 mesmo aglicona.?’®

O paeonolideo e ginsenosideo Rb2 contém aglicona aromético conjugado com a-L-
arabinopiranosil-(1,6)-p-D-glucopiranosideo e sdo utilizados como medicamentos fitoterapicos
em paises do leste asidtico. As enzimas presentes na microbiota do intestino humano séo
capazes de clivar o a-L-arabinopiranosideo, tornando esses compostos disponiveis a absorgéo,
demonstrando a importincia do metabolismo do a-L-arabinopiranosidase no intestino.?’®
Enzimas com atividade em 4NF-glicosideos, como TtAraf54, TtfXil43, até mesmo Tex ¢
TtGal5, refletem potencial interesse na obtencdo de agliconas com aplicacdo biotecnoldgica,
seja na indGstria farmacéutica, na alimenticia, entre outras.?®%?8! O processo de melhoramento
das propriedades sensoriais do vinho, pode ser alcangada pela hidrolise de agucares presentes

nos glicideos responsaveis pelo aroma e sabor, como monoterpenos e norisoprenoides.?82

3.3.2.4 Temperatura e pH 6timos

A eficiéncia catalitica da enzima é intimamente influenciada pelo pH e temperatura na
qual se ddo as interacOes intermoleculares efetivas entre ela e o substrato. Desse modo, é
esperado encontrar uma curva de pH onde se exiba a maxima conversdo enzimatica do substrato
em produto, o qual esta intimamente relacionado as cargas das cadeias laterais dos aminoacidos

que fazem parte do sitio ativo. Enquanto a temperatura 6tima tem relagdo com a energia do
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sistema, em que a flexibilidade da enzima é influenciada por ela e reflete diretamente na taxa
de encontro efetivos entre a enzima e substrato.

Ao comprovar experimentalmente a influéncia do pH e da temperatura na catalise
enzimatica das enzimas estudas, se observa que os pHs (Figura 51) estdo deslocados para regido
mais &cida, sendo 3,5-4,0 para TtAraf54 e 4,5-5,0 para TtfXil43. Para a Tex o pH 6timo muda
conforme muda o substrato na reacéo, para 2CI-4NF-G: o pH foi 5,0 e em xilano entre 6,5-7,5.
Isso pode estar relacionado a natureza dos compostos, sendo o xilano um polissacarideo natural
e 0 2CI-4NF-celobiose um composto sintético e menor. Dessa forma, ndo apenas as cargas dos
aminoacidos cataliticos devem ser levadas em conta na taxa de reagdo, mas também as cargas
das cadeias laterais dos aminodacidos relacionados a acomodac¢do do substrato nos sitios de

reconhecimento adjacentes aos residuos cataliticos, pois 0 posicionamento é importante para a

hidrolise.
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Figura 51 - Perfil de pH 6timo das enzimas recombinantes. A: TtAraf54; B: TtpXil43; C: Tex na presenca de 2ClI-
4NF-G2; D: Tex na presenca de xilano. Condicdes do ensaio de pH 6timo: temperatura de 50 °C.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em relacdo a Tex ja foi discutido que a alta eficiéncia catalitica contra 2CI-4ANF-G2 é
devido a afinidade relativamente alta para grupos fenolicos na regido aglicona (subsitios +1 e
+2) da fenda de ligacdo ao substrato. A temperatura 6tima para diferentes substratos da Tex
(Figura 52 C e D) refletem também a importancia da diferenca do posicionamento e
acomodac&o do substrato para a atividade catalitica — enquanto que o xilano é uma molécula
maior que o CI2-4NF-G2, com temperatura de 50 °C em comparagao aos 65 °C para o substrato
sintetico. Os 65 °C para o 2CI-4NF-G; reflete um estado de agitacdo térmica onde a estrutura
da proteina comeca a ser prejudicada pela temperatura, como mostra o desnaturamento térmico
por CD (Tm = 58,6 °C), enquanto que para o substrato polimérico, a temperatura étima ficou
abaixo do Tm, sugerindo a importancia da integridade da estrutura para a atividade enzimatica
— talvez a acomodacdo em funcdo do tamanho da cadeia do substrato seja influenciada pela
energia térmica do sistema reacional.

Um outro ponto a ser levantado € o tempo de reacdo, que foi de 10 minutos, enquanto
as medidas de obtencao da transi¢cdo térmica por CD demoraram horas, por causa da obtencao
dos espectros de 280 a 190 nm a cada 2 °C. Nesse caso, 0 tempo e o tamanho do substrato
podem ser um fator que influencie para uma maior temperatura étima na presenca do substrato

sintético, uma vez que as proteinas ainda ndo estdo totalmente desenoveladas.
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Figura 52 - Temperatura 6tima das enzimas recombinantes. A: TtAraf54; B: TtfXil43; C: Tex na presenca de 2ClI-
4NF-G2; D Tex na presenca de xilano. CondicOes do ensaio: citrato/fosfato em pH 6timo de cada
enzima.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A mesma situacao também ocorre para a TtAraf54, que apresenta temperatura 6tima de
60-65°C (Figura 52 A) e um T de 57 °C, possivelmente 0 mesmo deve ser observado para
TtpXil43 (Figura 52 B), cuja temperatura 6tima foi de 55 °C (dados de Tm por CD néo
realizado). Os valores de temperatura 6tima acima de 55 °C sdo temperaturas elevadas, se
comparadas as enzimas produzidas por fungos (Tabela 1), e, devido sua origem fungica, podem
apresentar elevada estabilidade térmica quando incubadas em maiores temperaturas
(experimento ndo realizado).

Portanto, é importante destacar a natureza do substrato onde a enzima é caracterizada,
uma vez que os valores obtidos podem néo ser extrapolados para uma possivel aplicacdo da
enzima em um substrato diferente, diminuindo seu poder de catlise. Ainda, € importante
destacar que as diferencas entre os tampdes onde foi feito espectroscopia de CD e a reacdo
enzimaticas sdo bem diferentes, podendo contribuir para uma maior estabilidade estrutural da
enzima.?®® Nesse caso, 20 mM de fosfato de sodio pH 7,2 pode ser desfavoravel durante o
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processo de medida da transigdo térmica, resultando em T, menor do que o apresentado na
temperatura 6tima (citrato-fosfato). Ainda existe outro fator, o préprio substrato e os produtos,
que ao interagirem com a enzima, podem atuar como estabilizadores da estrutura, favorecendo
0 aumento da temperatura da reacdo. O experimento de Thermofluor (ou do inglés, differential
scanning fluorimetry) pode medir a curva de fluorescéncia do croméforo interagente com a
regido hidrofébica da proteina em diversas condi¢@es tamponantes e de aditivos em funcéo do
aumento da temperatura. Essas medidas fornecem os valores de Tm relacionados com a
estabilidade estrutural da proteina nas diversas condicGes testadas, inclusive do tampéo de

reacdo, que podem ser mais fielmente comparados com a temperatura 6tima da enzima.

3.4 CONCLUSAO

Todas as enzimas caracterizadas apresentaram temperatura 6tima acima de 50 °C e pH
6timo ligeiramente acido. Os valores de Tm por CD sugerem que existe uma influéncia do
tampdo e dos substratos no estabelecimento da temperatura 6tima de reacdo, bem como, o
aumento da termoestabilidade das enzimas.

A Tex apresentou temperatura e pH 6timos diferentes para o xilano (50 °C e 7,0) e para
0 2CI-4NF-G2 (65 °C e 5,0). A TtAraf54, embora possua 0 ABD, ndo apresentou atividade em
polissacarideo e exibiu temperatura 6tima em 4NF-Araf de 60 °C e pH de 3,5. Ja a TtpXil43 é
uma [-xilosidase com atividade de arabinofuranosidase, tem pH 6timo de 5,0 e temperatura
Otima de 55 °C. Ambas Tex e TtAraf54 tem alta probabilidade de serem glicosiladas, o que
sugere que essas modificagdes podem conferir estabilidade térmica e caracteristicas estruturais
que podem refletir na especificidade do substrato no caso da TtAraf54. A TtGal5 carece de
caracterizacdo de atividade em substrato, que identifique os produtos liberados na reacdo
catalisada por ela.

As TtCel7.2 e a TtCel7.3 parecem exibir diferencas estruturais importantes mediante a
identidade sequencial que apresentam (44,39%), podendo fornecer conhecimentos das bases
moleculares que regem as diferencas de: estabilidade térmica: 80% de atividade residual & 65°C
e 70 °C por trés horas para 7.2 e 7.3, respectivamente; da influéncia de Co*2 na potencializagéo
em 50% da atividade enzimatica das enzimas; do estado oligomerico dimérico da TtCel7.2 em
relacdo a inibi¢do do produto; e da atividade da TtCel7.2 abrigar substratos ramificados com
maior promiscuidade em relacéo a cadeia principal do polissacarideo.

Por fim, a construcdo do conhecimento em relagéo a estrutura, funcao e estabilidade das

enzimas sO € atingida através das caracteristicas individuais de cada uma, explorando seus
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atributos bioquimicos e estruturais. Dessa forma, a ampla caracterizacdo das enzimas &
extremamente importante. A compreenséo dessa relacdao fundamental pode contribuir no campo
de desenvolvimento de novas enzimas cataliticamente mais ativas, processivas, estaveis, que

podem ser empregadas para aprimorar processos laboratoriais e industrias mais vantajosos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com base na geracdo da grande quantidade de dados fornecida pelos dados do
secretoma, junto com o transcriptoma realizado por Berka et. al.,*” o desenvolvimento do T.
terrestris como chassi de expressdo de proteinas, representa uma alternativa a producédo
econdmica de CAZymes e pode contribuir com os conhecimentos de dominio publico dos
processos bioldgico relacionado & alta secrecdo de proteinas em fungo filamentoso.*! Essa
abordagem pode ser conduzida através de transformacdo mediada por Agrobacterium
tumefaciens e também por CRISPR/Cas-9 e iRNA,%* que possibilitem a obtencdo de
transformantes com caracteristicas desejaveis e otimizacdo de promotores constitutivos e
indutivos, com a finalidade de obter uma cepa com alto nivel secrecdo de proteinas de interesse.

Ao que se refere as enzimas recombinantes em bactéria, inicialmente, caraterizadas,
necessita-se ainda finalizar suas caracterizagdes bioquimicas, bem como, realizar testes de
estabilidade gerada por tampGes, aplicando a técnica de Thermofluor. Concomitante a isso,
otimizar as condicOes de cristalizacdo de todas as proteinas para a construcao de um modelo
estrutural tridimensional, com o intuito de correlacionar com a estabilidade térmica e atividade.
Mediante a isso, produzir mutantes que avaliem a influéncia de determinados codons e ions na
termotolerancia das enzimas TtCel7.2 e TtCel7.3, bem como caracterizar o produto de hidrélise
de ambas. Investigar o papel da glicosilacdo na atividade em polissacarideo da TtAraf54 através
da expressdo em Aspergillus nidulans A773. Continuar com a caracteriza¢do heteréloga de
enzimas oxidativas na detoxicacdo de aguas por moléculas organicas. Caracterizar algumas
proteinas hipotéticas altamente presentes no secretoma a fim de corroborar com o conhecimento
de novos dominios cataliticos presentes no processo de degradacdo do bagaco de cana-de-

acucar.
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