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RESUMO

NAKAMURA, A. M. Estudos funcionais e estruturais de carboxilesterases de Bacillus
licheniformis. 2020. 121 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2020.

Carboxilesterases compreendem uma grande classe com enovelamento o/B-hidrolase e
catalisam a clivagem e a formacéo de ligacOes éster. Sdo amplamente difundidas na natureza,
sendo expressas por animais, plantas e microrganismos, desempenhando um papel essencial
no metabolismo de ésteres carboxilicos enddgenos e exdgenos. Além das importantes fungdes
fisioldgicas, elas compdem alguns dos biocatalisadores mais importantes para setores da
biotecnologia, sendo amplamente aplicados em diferentes processos industriais e com muitas
preparacdes comerciais disponiveis. Alem disso, B. licheniformis se apresenta como uma
fonte promissora de carboxilesterases. No entanto, até o momento, ndo ha informacdes
estruturais sobre carboxilesterases deste organismo. Este estudo teve como objetivo analisar
bioquimica e estruturalmente duas carboxilesterases de B. licheniformis, focando em
caracteristicas relevantes para aplicacfes biotecnologicas. BIEstl apresentou maior atividade
hidrolitica contra p-nitrofenil acetato, em pH 7,0 e a 40 °C. Além disso, BIEstl mostrou-se
estavel em alguns solventes organicos e estabilidade em altas concentracdes de sal (0 — 3 M
NaCl), enquanto mantem a atividade, com aumento significativo de 17 °C na temperatura de
melting, revelando sua caracteristica halotolerante. A andlise estrutural revelou uma superficie
eletrostatica acidica, indicando que BIEst1 pode adotar o modelo de estabilizagdo-solvatacéo,
a teoria mais comum para a adaptacao halofilica. BIEst2 apresentou um enovelamento tipico
de o/B-hidrolase e a presenca de maltiplos dominios. O dominio catalitico apresentou duas
insercdes, que ocupam localizagcdes conservadas que comumente constituem o dominio lid em
lipases. Os dominios C-terminais compdem o propeptideo de BIEst2 e sua remocgdo é
necessaria para a ativagdo enzimatica. Além disso, eles agem como chaperonas
intramoleculares, sendo necessarios para o enovelamento adequado. Depois da ativacdo, o
BIEst2 apresentou a maior atividade hidrolitica (292 U/mg) contra o p-nitrofenil butirato a pH
8,0 e 45 °C. Para ambas as enzimas encontramos incoeréncias entre a classificacdo e dados
experimentais, indicando que os sistemas de classificagcdo ainda ndo séo representativos o
suficiente para explicar a grande diversidade dentro desse grupo de hidrolases.

Palavras-chave: Bacillus licheniformis. Carboxilesterases. o/B-hidrolase.






ABSTRACT

NAKAMURA, A. M. Functional and structural studies of carboxylesterases from
Bacillus licheniformis. 2020. 121 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Carboxylesterases comprise a major class of o/p-fold hydrolases and catalyze the cleavage
and formation of ester bonds. They are widespread in nature, being expressed by animals,
plants and microorganisms, and playing an essential role in the metabolism of the endogenous
and exogenous carboxyl esters. Besides the important physiological functions, they compose
one of the most important biocatalysts for biotechnology, being widely applied on a broad
range of industrial applications and with many available commercial preparations. Moreover,
B. licheniformis features a promising source of carboxylesterases. However, up to date, there
is no structural information regarding carboxylesterases of this organism. This study aimed to
analyze biochemically and structurally two B. licheniformis carboxylesterases, focusing on
relevant features for biotechnological applications. BIEstl presented the higher hydrolytic
activity against p-nitrophenyl acetate at pH 7.0 and 40 °C. Furthermore, BIEst1 showed to be
stable in some organic solvent stability in high salt concentrations (0 — 3 M NaCl), while
maintaining activity, with significantly increase of 17 °C on its melting temperature, revealing
its halotolerant character. Structural analysis revealed an acidic electrostatic surface,
indicating that BIEst1 may adopt the solvation-stabilization model, the most common theory
for the halophilic adaptation. BIEst2 presented the core region with a typical o/ hydrolase
fold and an overall multidomain structure. The catalytic domain presented two insertions,
which occupy conserved locations in a/p-hydrolase proteins and commonly made up the lid
domain on lipases. The C-terminal domains compose the BIEst2 propeptide and their removal
is required to enzyme activation. Besides this, they act like intramolecular chaperones, being
required for properly folding. After activation, BIEst2 presented the higher hydrolytic activity
against p-nitrophenyl butyrate (292 U/mg) at pH 8.0 and 45 °C. For both enzymes, we found
inconsistencies between classification and experimental data, indicating that the classification
systems are not representative enough to explain the great diversity within this group of
hydrolases.

Keywords: Bacillus licheniformis. Carboxylesterases. a/p-hydrolase.






Figura l -

Figura 2 —

Figura 3 -

Figura 4 —

Figura5 —

Figura 6 —

LISTA DE FIGURAS

Esquema de hidrdlise catalisada por lipases e esterases, envolvendo um
complexo acil-enzima e dois intermediérios tetraédricos (T4l e T42). A
numeracdo dos aminoacidos corresponde ao sitio ativo da lipase CRL de
Candida

(00 0= U OO RP PR 29

Diagrama de estrutura secundaria da forma canbnica de proteinas com
enovelamento tipo o/B-hidrolase. As a-hélices e as fitas  estdo representadas
como cilindros e flechas, respectivamente. O local dos residuos da triade
catalitica estd marcado com pontos pretos. As linhas pontilhadas indicam
lugares onde podem OCOITEr INSEICOES. ......cveieeiieereiie e e e rte e 31

Diversidade estrutural apresentada por proteinas com enovelamento tipo o/p-
hidrolase. As a-hélices e as fitas B do modelo canénico estdo representadas
como retangulos e setas claras, respectivamente. Estruturas secundarias
oriundas de inser¢cbes ao modelo candnico estdo representadas em preto. A
localizacdo dos residuos da triade catalitica estd marcada com pontos pretos e
com codigo de letra Unica de aminoacidos. A) Epdxido hidrolase de A.
radiobacter 2. Um dominio lid estd localizado apés 6. B) Esterase de B.
subitilis 2*, com dominio lid formado pelas hélices no N-terminal e pela
inser¢do apds B6. C) Carboxilesterase de P. fluorescens 2%, Apresenta auséncia
da primeira fita p. D) Lipase de S. exfoliatus *° com auséncia de dominio lid E)
Lipase de P. aeruginosa. Apresenta auséncia das duas primeiras fitas B e um
dominio lid apos B6. F) Acetilxilano esterase de P. purpurogenum ¢, com
auséncia de dominio lid. .......ccooiiiiiiiiiee e 32

Diferentes processos industriais nos quais ha a utilizacdo de hidroélise catalisada
por lipases e esterases. No sentido horério, industria alimenticia na producéo de
pdes, laticinios e embutidos; producdo de Oleos e gorduras; producdo de
detergentes; degradacdo de polimeros sintéticos; tratamento de residuos;
producdo de biodiesel; producdo de papel e couro; producdo de sabores e
fragrancias; sintese de compostos quirais para producdo de agroquimicos e
FAMMACOS. ..ttt e nes 35

Relacdo entre BIEstl e outras enzimas bacterianas de diferentes familias de
acordo com o banco de dados ESTHER. Os retangulos de linha continua
englobam as proteinas da familia Hydrolase 4 do Bloco X; o retangulo de linha
tracejada engloba os membros da familia Carboxylesterases do Bloco C; e o
retangulo de tracejado pequeno engloba as enzimas da familia Bacterial Lipase
do Bloco L. A serina protease subtilisina de B. amyloliquefaciens foi utilizada
como grupo externo. As enzimas sdo identificadas com seus respectivos
cédigos de acesso do PDB. O dendrograma foi contruido por maxima
verossimilhanca pelo programa MEGA ™. ... 52

Homogeneidade de BIEstl. A) Analise em gel SDS-PAGE 15% da enzima
purificada. M: marcador de peso molecular marcado em kDa. B) Peso



Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 -

molecular de Blestl calculado por gel-filtracdo analitica. O ajuste linear esta
representado em linha tracejada (R? = 0,96). ........covvveveeieevseeseseseessenenines 53

Efeitos da variacdo de pH e temperatura na atividade de BIEstl. A)
Absorbancia relativa do produto de reacdo p-nitrofenol em funcéo da variacao
de pH. B) Efeito da temperatura na atividade. C) Atividade residual apos
incubacdo por 72 a40 ea 50 °C...ccveeeciiceece e 54

Especificidade de BIEstl. A atividade foi calculada contra substratos de
diferentes tamanhos de cadeia. ReacOes foram conduzidas nas condigOes
padronizadas (40 °C, pH 7) com 1 mM de substrato. ...........cccceecvevveieeresiiennnn, 56

Analise de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) de BIEstl. A)
Curva de ajuste entre modelo e dados experimentais. B) Funcdes de
distribuicdo de distancias (p(r)). C) Modelagem estrutural. Envelope molecular
gerado com base nos dados de SAXS esta representado em cinza, sobreposto
ao modelo cristalografico (Azul)..........cccocevieieiiiciece e 57

Estabilidade térmica por espectroscopia de fluorescéncia. A) Espectros de
emissdo de 20 a 60 °C. B) Monitoramento da intensidade de fluorescéncia. ...60

Espectro de dicroismo circular (CD) de BIEst1 em funcédo da elipticidade molar
residual ([0]mnw). O espectro experimental esta representado por quadrados e 0
espectro predito a partir da estrutura cristalografica pelo PDB2CD ® esta
representado PO CIFCUIODS. .......c.vcviiie et 61

Atividade da carboxilesterase BIEst1 na presenca de concentracGes de NaCl de

Efeito do NaCl na estabilidade térmica e enovelamento de BIEstl. A)
Influéncia de diferentes concentracbes de NaCl na temperatura de melting
monitorada por thermo shift assay. Em detalhe estd representado o
deslocamento no sinal de fluorescéncia: a medida que a concentracdo de NaCl
aumenta, ha um deslocamento da fluorescéncia para maiores temperaturas. B)
Desnaturacdo monitorada por dicroismo circular (CD) a 222 nm de 30 a 70 °C.
Valores espectrais estdo expressos na forma de fragdo de proteina desnaturada
75 TSSOSO 63

Efeito do NaCl na estabilidade térmica e atividade de BIEstl. As curvas
representam os valores de atividade residual relativa apés incubacdo de até 72
ha40, 50 e 60 °C na presenga de 3 M NaCl........cccoeiiiiiiiiiiniieeeen, 63

Cristais de obtidos de BIEst1 na forma nativa e em complexo com ligantes. A)
Cristais de BIEstl nativo. B) Cristais de BIEstl co-cristalizados com &cido
hexandico. C) Cristais de BIEstl em complexo com PMSF. ...........ccccccoveieaen. 64

Estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEstl de B. licheniformis. A)
Estrutura da BIEstl. A triade catalitica esta representada em azul. B)
Representacéo da estrutura secundaria de BIEstl utilizando o PDBsum.*™ O



Figura 17 —

Figura 18 -

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

motivo Gly-X-Ser-X-Gly tipico de carboxilesterases esta destacado em azul. A
triade catalitica estd assinalada com um asterisco azul...........ccccocevevevivivrnnnne. 67

Moléculas de agua cristalogréficas presentes no bolso de ligacdo ao substrato
exposto ao solvente da estrutura nativa de BIEst1 de B. licheniformis. A serina
catalitiva Ser93 esté representada na forma de bastdo azul. ...........c.ccccoeevennns 67

Centro catalitico de BIEstl. A) Triade catalitica Ser93, Asp192 e His222. B)
Nucleophile elbow composto pela assinatura de sequéncia Sm-x1-S-x2-Sm,
(Sm = residuo pequeno, x = qualquer residuo e S = serina catalitica). C)
Oxyanion hole formado por Phe24 e Leu94. D) Oxyanion Loop evidenciando a
composicao da classe GX de acordo com o banco de dados Lipase Engineering
DALADASE 1.ttt 68

BIEstl em complexo com ligantes e suas interagdes. A, C e E) Mapa de
densidade eletrénica 2Fo—Fc (20) correspondente aos ligantes acido butirico
(A), acido hexanoico (B) e PMS (C). Os ligantes, a serina catalitica (Ser93) e o
residuo do oxyanion hole Phe24 estdo representados em azul. B, D e F) Mapa
de interacOes entre BIEst1 e os ligantes gerado pelo LigProt. ..........ccccovevveenee 70

Comparacdo entre a estrutura da carboxilesterase BIEstl de B. licheniformis
com a lipase homdloga mais proxima a BIEstl, a monoacilglicerol lipase
bMGL de Bacillus sp. H257 (PDB 3RM3). A) Alinhamento das estruturas. O
dominio catalitico o/f hidrolase, comum entre as duas estruturas, esta
representado em marrom claro, o cap da bMGL em vermelho e o dominio
adicional da BIEstl em azul. A triade superponivel estd em detalhe. B)
Superficie da BIEst1. C) Superficie da bMGL. Nos perfis de superficie a serina
catalitica foi configurada em verde e a escala de cor foi adotada de verde para
branco de acordo com a profundidade. D) Superficie com potencial
eletrostatico de BIEst1 (esquerda) e bMGL (direita). A escala de cor abrange 0s
valores de -80 kT/e (vermelho) a 80 kT/e (azul). .......ccovvvveiiiiniiiieie 73

Superficie eletrostatica da estrutura cristalografica de BIEstl. Potencial
eletrostatico foi calculado pelo APBS no PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC.). A escala de cor foi definida
de -1 kT/e (vermelho) to 1 KT/e (AZUl)......cocoveiiiiiiiieececeece e 75

Analise de sequéncia entre BIEst2 (bacld-q65fg2) e outras esterases e lipases
bacterianas do banco de dados ESTHER. A) Relacdo entre BIEst2 e outras
enzimas da familia PGAP1 do bloco X, lipases bacterianas do bloco L,
esterases bacterianas do bloco C e esterases bacterianas do bloco X.
Alinhamento de sequéncias feito pelo programa PROMALS3D (Pei et al.,
2008) e arvore por neighbor-joining foi construida no MEGA (Kumar et al.,
2016). A lipase PcL esta assinalada com uma estrela e Tle4 com duas estrelas.
B) Alinhamento de sequéncia entre BIEst2 e outras enzimas néo caracterizadas
da familia PGAPL1. Aminoacidos idénticos estdo assinalados como caixas
vermelhas; residuos cataliticos estdo marcados com flechas vermelhas; regido
do padrdo LIPASE_SER (Prosite, ps00120) esta delimitado com uma caixa
verde. Elementos de estrutura secundaria do modelo de BIEst2 determinado



Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

experimentalmente esta disposto acima do alinhamento. A figura foi gerada
pelo ESPRIPT (Robert & Gouet, 2014). ....c.ocovvvieiieieiieieee e 85

Teste de expressdo de BIEst2 truncada em diferentes cepas e com diferentes
concentragcdes do indutor IPTG. M representa 0 marcador de peso molecular
marcado em kDa. A) Expressdo em Rosetta DE3. 1. Fracdo insoltvel sem
inducdo. 2. Fracdo solivel sem inducdo. 3. Fracdo insoluvel ap6s indugdo com
1 mM IPTG. 4. Fracdo solavel apds inducdo com 1 mM IPTG. 5. Fragdo
insoltvel apods indugdo com 0,5 mM IPTG. 6. Fracdo soltvel apds indugdo com
0,5 mM IPTG. 7. Fracdo insolGvel apds indugdo com 0,5% de lactose. 8.
Fracdo soluvel apo6s indugdo com 0,5% de lactose. 9. Fracdo insoluvel sem
indugdo. 10. Fracdo solivel sem inducdo. 11. Fracdo insoluvel apo6s inducao
com 0,1 mM IPTG. 12. Fracao soltvel apds indugdo com 0,1 mM IPTG. 13.
Fracdo insoltvel ap6s inducdo com 0,1 mM IPTG e com adi¢do de 0,1% de
Triton x100 antes da lise. 14. Fracdo soltvel ap6s inducdo com 0,1 mM IPTG e
com adi¢do de 0,1% de Triton x100 antes da lise. 15. Fracdo insollvel ap6s
inducdo com 0,1 mM IPTG e com adicao de 0,2% de Triton x100 antes da lise.
16. Fracéo soluvel apds indugdo com 0,1 mM IPTG e com adicéo de 0,2% de
Triton x100 antes da lise. B) Expressdao em ArticExpress. 1. Fracdo insoluvel
sem inducdo. 2. Fracdo soltvel sem inducdo. 3. Fracdo insollvel apds inducédo
com 1 mM IPTG. 4. Fracdo soltvel apds inducdo com 1 mM IPTG. 5. Fracdo
insoltvel apds inducdo com 0,5% de lactose. 6. Fracdo sollvel ap6s inducéao
com 0,5% de lactose. 7. Fracdo insoltuvel sem inducdo. 8. Fracdo soltuvel sem
inducdo. 9. Fracdo insoluvel apo6s indugdo com 0,1 mM IPTG. 10. Fracéo
solvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG. 11. Fracdo insolUvel ap6s inducéo
com 0,1 mM IPTG e com adi¢do de 0,1% de Triton x100 antes da lise. 12.
Fracdo sollvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG e com adicdo de 0,1% de
Triton x100 antes da lise. C) Expressdao em Rosetta-gami 2(DE3)pLysS. 1.
Fracdo insolivel sem inducdo. 2. Fracdo sollUvel sem inducdo. 3. Fracdo
insoltvel apds inducdo com 1 mM IPTG. 4. Fracdo soltvel ap6s indugdo com 1
mM IPTG. 5. Fragdo insollvel ap6s inducdo com 0,5 mM IPTG. 6. Fragdo
soltvel apds indugdo com 0,5 mM IPTG. 7. Fracdo insoluvel ap6s inducdo com
0,1 mM IPTG. 8. Fracdo soltvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG.................. 86

Otimizacdo da producdo da forma madura de BIEst2 por clivagem com
tripsina. A) Representacdo da cadeia polipeptidica de BIEst2. O vetor de
expressdo foi construido sem o peptideo sinal (1-22). B) Hidrolise do p-
nitrofenil butirato na presenca de diferentes concentracbes de tripsina. C)
Anélise em SDS-PAGE 15% ao final da reacéo contra p-nitrofenil butirato. 1 a
7 corresponde as proporgbes 1:1, 5:1, 10:1, 50:1, 100:1, 500:1 e 1000:1
(BIEst2:tripsina). D) Clivagem com tripsina (10:1 — BIEst2:tripsina). 1 a 9
correspondem aos tempos de reacdo 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 e 120 min. E)
Purificacdo otimizada de Blest2 em sua forma madura. 1. Flow-through da
cromatografia por afinidade. 2. Lavagem com 10 mM imidazol. 3. Eluicdo com
150 mM imidazol. 4. Lavagem com 1 M imidazol. 5. Apos clivagem com
tripsina. 6. Apds cormatoografia de troca i6nica. M representa 0 marcador de
peso molecular marcado em KDa. .........cccocoviiiiiiiniieee s 88

Estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEst2 de B. licheniformis em sua
forma de propeptideo. A) Estrutura da BIEst2. A triade catalitica esta



representada como sticks em azul. B) Topologia de BIEst2, mostrando as duas
insercbes L1 e L2, que compdem o dominio lid (vermelho); e os dois dominios
C-terminal, dominio 11 e HT (VErde). .....cccooeiieiieiie e 91

Figura26 — Centro catalitico do dominio I de BIEst2. A) Triade catalitica Ser119, Asp231 e
His254. B) Nucleophile elbow composto pela assinatura de sequéncia Sm-x1-
S-x2-Sm, (Sm = residuo pequeno, X = qualquer residuo e S = serina catalitica).
C) Oxyanion hole da classe GX de acordo com o banco de dados Lipase
Engineering Database *”, formado por Leu56 e Lys120. D) Oxyanion Loop... 92

Figura27 — Comparacdes entre o dominio | de ProBIEst2 e BIEst2. A) Alinhamento entre
dominio | de ProBIEst2 em uma conformacgdo aberta (inser¢fes L1 e L2
marcadas em azul) e BIEst2 em conformacdo fechada (L1 e L2 em verde).
Deslocamento de 16 A da insercdo L1 do dominio lid em direcdo ao sitio
catalitico estd mostrado em detalhe. B) Distribuicdo dos residuos do dominio
lid na conformacdo aberta. C) Distribuicdo dos residuos do dominio lid na
conformacdo fechada. Residuos hidrofobicos e polares sem carga foram
coloridos em cinza, residuos positivamente carregados em azul e residuos
negativamente carregados em vermelho. A cor do potencial eletrostatico de
superficie foi definida de -5 kT/e (vermelho) a 5 kT/e (azul), e calculado pelo
MOAUIO APBS d0 PYMOL. .....ooiiiiiece e 94

Figura28 — Comparacdes estruturais entre o dominio | de ProBIEst2 e as triacilglicerol
lipases homologas PAO1 de P. aeruginosa (PDB id 1EX9) e PcL de P. cepacia
(PDB id 1OIL). Todas as enzimas estdo na conformacdo aberta. A)
Alinhamento do dominio | de BIEst2 com PAOL e PcL. As triades cataliticas
sdo facilmente sobreponiveis. O core o/B-hidrolase esta representado em cinza,
enquanto os dominios lid de BIEst2, PcL e PAO1 estdo representados em rosa,
verde e azul, respectivamente. B) Superficie eletrostatica do dominio | de
BIEst2. C) Superficie eletrostatica de PcL. D) Superficie eletrostatica de
PAOL. O ligante cristalogréfico de PAOL, o inibidor Rc-trioctil, foi sobreposto
nas estruturas cristalograficas de BIEst2 e PcL com o mesmo alinhamento para
fins comparativos. A cor do potencial eletrostatico de superficie foi definida de
-5 kT/e (vermelho) a 5 kT/e (azul), e calculado pelo modulo APBS do PyMOL..95

Figura29 — Comparacdes estruturais entre BIEst2 e o outro membro da familia PAGP1, a
fosfolipase Tle4 (PDB 4R1D). A) Alinhamento estrutural do dominio I de
ProBIEst2 e Tle4. B) Complexo Tle4-Tli4. Tli4 ¢ um peptideo localizado no C-
terminal e que atua na inibicdo de Tle4. C) Complexo do dominio catalitico |
de BIEst2 com os dominios C-terminal 11 e . .......cccooovvieiiiiiiieies 96

Figura30 — InteracGes entre os dominios C-terminal Il e Il e o dominio catalitico | de
ProBIEst2, indicando um possivel mecanismo inibitorio. A) Residuos entre o
dominio N-terminal e os dominios C-terminal que participam da interface de
1916 A? calculada por jsPISA (Krissinel, 2015). B) Analises de conservacéo
de residuos realizadas pelo ConSurf (Ashkenazy et al., 2016). A escala é
configurada de residuos mais conservados (magenta) até os mais variaveis
(verde). C) As oito pontes de hidrogénio entre os residuos dos dominios C-
terminal e os residuos do dominio lid. D) Sitio catalitico ocupado por um loop



Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

Figura 34 —

do dominio C-terminal Il. E) Conformacgdo tipo grampo dos dominios C-
terminal 11 e 111, prendendo a inser¢do L1 do dominio lid. ..........cccocevreriennnnen. 97

Andlise de temperatura de melting para ProBIEst2 e BIEst2 em diferentes
condicdes de tampdo e pH por thermal shift assay. ..........ccccceveviiieicicineinee 99

Absorbancia relativa do produto de reacdo p-nitrofenol em funcdo da variacao
de pH em tampdo acetato-borato-fosfato do pH 4 a0 10.........ccceevevverivinnnen. 101

Perfil de atividade de BIEst2 em funcédo de variagfes no pH, concentragdes de
NaCl e temperatura. A atividade enzimatica foi medida contra 1,0 mM do
substrato p-nitrofenil butirato. A) Absorbancia relativa do produto de reacéo p-
nitrofenol em funcdo da variacdo de pH. B) Atividade em diferentes
concentracdes de NaCl. C) Atividade em funcéo da temperatura. D) Atividade
residual apos incubacdo por 72ha35ea45 °C...cccvvcvevvececieceee e 101

Especificidade de BIEst2. A atividade foi calculada contra substratos de
diferentes tamanhos de cadeia de 2 a 16 carbonos. Reacdes foram conduzidas
nas condicdes otimizadas (35 °C, pH 8) com 1 mM de substrato.................... 102



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Informacdes sobre o candidato selecionado BIEStL.............ccccovevevieieciciicciecne, 41
Tabela 2 - Condigdes testadas por thermal shift assay..........cccccevviiiiieri i 46
Tabela 3 - Efeito de diversos compostos na atividade de BIEStL. ..........ccccccovvievviieieesieennenn, 55

Tabela 4 - Coleta de dados e processamento de espalhamento de raios X a baixo angulo
(SAXS) A8 BIESEL. ... en e 57

Tabela 5 — Estabilidade térmica de BIEst1 aferida por thermal shift assay. .........cc.ccoceevreeneee. 58

Tabela 6 - Informacdes e estatisticas da coleta de dados, processamento e refinamento da
estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEst1 de B. licheniformis em sua
forma nativa e em complexo com acido butirico, &cido hexandico e PMS.
Valores da faixa mais alta de resolucao sdo mostrados entre parénteses. ............. 65

Tabela 7 — Informac6es sobre o candidato selecionado BIESt2..............ccccoevieiiiieiiccieenen, 78

Tabela 8 - Informacoes e estatisticas da coleta de dados, processamento e refinamento da
estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEst2 de B. licheniformis em sua
forma pro-peptideo (ProBIEst2) e em sua forma madura (BIEst2). Valores da
faixa mais alta de resolugdo sdo mostrados entre Parénteses. .........ccocevverererennnns 90

Tabela 9 — Pontes de hidrogénio entre o dominio catalitico | e os dominios C-terminal Il
L SRRSO 98






Bl
BLAST
CD

EC

Est
ESTHER
IPTG
LB
LED
LIC
LNLS
NCBI
PCR
PDB
PEG
pH

pl
RMSD
SAD
SAXS
SDS-PAGE
Tm
TRX

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

de Bacillus licheniformis

Basic Local Alignment Search Toll

Circular Dichroism

Enzyme Comission

de Esterase

ESTerases and alpha/beta- Hydrolases Enzymes and Relatives
Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
Lysogeny broth

Lipase Engineering Database

Ligation Independent Cloning

Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
National Center for Biotechnology Information
Polymerase Chain Reaction

Protein Data Bank

Polietilenoglicol

Potencial Hidrogeniodnico

Ponto Isoelétrico

Root-Mean-Square Deviation

Single Anomalous Diffraction

Small Angle X-ray Scattering

Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Temperatura de Melting

tioredoxina






11
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

3.1

3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.25.1
3.25.2
3.2.6
3.2.6.1
3.2.6.2
3.2.6.3
3.2.6.4
3.2.6.,5
3.2.7
3.2.7.1
3.2.7.2
3.2.7.3
3.2.7.4
3.2.8
3.28.1
3.2.8.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt sa st 27
Enzimas que hidrolisam ligag0es CarbOXil-eSter...........cccoviiiiiiiiiiiiicc e 27
MECANISIMO A€ ACAD.......eeiveetierieiteeite e see e e e e e s e et e e e e sreesteeeesseesbeeeesseesteesesneesseeeeas 28
Enovelamento o/ hidrolase ..........coovviiiiiiiiiiiiiiie s 29
Classificacao e bancos de dados ...........cooiiiiiiiieiieiee e 32
Interesse biotecnoldgico pelas carboXileSterases.........oovvvvverieiieiieeiieiere e 34
OrganiSmMO de ESTUD .......cueiieiieeie sttt e e e e e e reesaeeeenneenrs 35
OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt sttt et nenne e 37
CAPITULO 1 — Carboxilesterase BIESEL ..........ccccoveurveeerieresiiseeissesesieneessesesisseneesnen, 39
INEFOTUGED ...ttt e bbb ene s 39
Material € MELOUOS ........oiviiiiiiieiieieie ettt b et 41
Escolha do gene candidato............cccveveiieiiiii i 41
Andlise de sequéncia de amiNOACIAOS. .........ccuruirireiereiinere e 41
Producéo da proteina reCombINaNte. .........coveiiiiiiie i 42
U1 o Lot T TS USRS 42
(OF 1= Tod (=T g 4= Tox: Lo T o] [0 o U] 111 [0 FOu OSSR 43
Ensaios de atividade eNZIMALICA ..........coieiiiiiieee e 43
ESPECITICIAATR ... 44
Estudos biofisicoS €M SOIUGAD ..........cveiieiiee e 44
Cromatografia analitica por exclusdo de tamanho............cccccoevveiiiiccicce e 44
Espalhamento de raios X a baixo &ngulo (SAXS) ..o 44
Anélise de estabilidade térmica por thermal shift assay........c.ccocoveiiieniiniiiieinees 45
Analise de estabilidade térmica por espectroscopia de fluorescéncia ...........cccceeveenene 47
DicroiSmO CIFCUIAr (CD) ....vicviiiieeie ettt 47
Efeito do NaCl na atividade e estabilidade de BIEStL ..........ccccooeiiiiiiiniienesieneee 47
Ensaios de atividade eNZIMALICA ........cccuerveieiieiieie e 48
Anélise de estabilidade térmica por thermal shift assay..........ccocooeviiinniiiiie, 48
Analise da estabilidade térmica por Dicroismo Circular (CD).......cccccvevevveieeiiecieennne 48
Efeitos da temperatura na atividade na presenca de NaCl ...........cccooevveiinnicicinne. 49
Estudos estruturaiS de BIESTL.........cccooiiiiiiiiiiiiiceee s 49
Cristalizacdo e coleta de dados de difragdo de raios X........cccceevirreieneneninesenenens 49

RESOIUGAOD S BSLIULUIAS .....eveeveeie ittt 50



3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.35
3351
3.35.2
3.3.5.3
3.3.6
3.3.7
33.7.1
3.3.7.2
3.3.7.3
3.3.7.4
3.4
34.1
3.4.2
3.5

41

4.2
421
422
423
4.2.4
425
4251
4.25.2
4.2.6
4.2.7
4271
4.2.7.2
4.3

RESUITATOS ...ttt e e 51

ANALISE A8 SEQUENCIA ......veeeieeiiiteieiesie ettt ettt 51
Producéo da proteina reCOMBINANTE ..........cccvevieiieiece e 52
Caracterizacdo bioquimica de BIESEL..........cccccviiiiieii i 53
ESPECITICIAAUE ... 55
Estudos biofiSiCOS €M SOIUGAD .........cvierieiiiieieee e 56
Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) ..o, 56
Estabilidade térmica por fIUOFMELria........c.cooveviiiiiieie e 57
DicroisSmO CIFCUIAr (CD)...c.veieieiieiieciceeeee et 60
Atividade e estabilidade térmica de BIEst1l em altas concentragdes de sal................... 61
Estruturas cristalograficas de BIEst1 e analise estrutural.............cccccoovveviiiiiieie s, 63
Cristalizacdo, coleta e processamento dos dados ...........cceevvevierieiieneeie s, 63
Modelo tridimensional da estrutura nativa de BIESL .........cccccooviiiiiininininieeee, 66
Sitio ativo € 0XYanion NOIE ...........coueiiiiie s 68
Modelos tridimensionais dos complexos de BIEStL...........cccccoevvevveieiieieese e 69
DISCUSSAOD. ....evverve ettt eteesee et bbb bbb e s e et et s b e bt e b e e b e e se e s et et e nbeebe et e e beeneeneenee s 71
Comparacao entre estrutura e atividade de BIEstl com enzimas homologas ............... 71
HalotoleranCia de BIESTL.........coooiiieiieiieie e 74
(OF0] 000 11T 2SS 76
CAPITULO 2 — Carboxilesterase BIESE2.............c..ccovveveneeeirerenissesssssessesessenensnens 77
L 100 V] oF- T TSSOSO PP 77
Material € MELOUOS. ........coveieiiie ettt re e e 78
Escolha do gene Candidato ...........ccoveiiiiiiiiiiece e 78
Analise de sequéncia de amiNOACIAOS ...........c.cvveiiiiiiiieie e 78
Producéo e purificacdo da proteina recombinante na forma de pro-peptideo............... 79
Producéo e purificacdo da forma madura e ativa de BIESt2............cccocevveveieenvciennnn, 79
Estudos estruturais de BIESTI2 .........cccveviiieiieie e 80
Cristalizacéo e coleta de dados de difragdo de raios X .......ccccceveiienieniininneeiie e, 80
RESOIUGAD 0AS BSLIULUIAS ......eevieeieiieesieeie ettt 80
Estabilidade térmica por Thermal Shift ASSAY..........cccoviiiiiiiiiie e, 81
Caracterizagdo bioquimica de BIES2..........ccccoiiiiiiiiiiiieee e 81
Ensaios de atividade eNZIMALICA.........ccccvuviieieieiee e 81
ESPECITICIAAUR ...t e be e e 82
RESUITATOS ...ttt et s re e te e e s e e nneaneennes 83



431
4.3.2
4.3.3
433.1
43.3.2
4.3.3.3
4334

4335
4.3.4
4.3.5
4.3.6
4.4

4.5

Classificago e analise de SEQUENCIA.........cccireririririiiee e s 83

Produgdo da forma madura de BIES2 ...........ccoiiiiiiiiii e 86
Estruturas cristalograficas de BIEst2 e analise estrutural .............ccccoovviiiiiieiiciienn, 88
Cristalizacdo, coleta e processamento dos dados...........cccevvevieiierieiiesieene e 88
Modelo tridimensional da estrutura de ProBIESt2 ............cccooviiiiiieiiicicc e 90
Sitio ativo € OXYaNION NOIE.........coviiiii et 92

Modelo tridimensional da estrutura da forma madura BIEst2 e comparacdes

BSETUTUTAIS. ...ttt bbbttt et e bbb bbbt et e e st e e b nbesbesbe b s 93

A funco inibitoria dos dominios C-terminal 1 e Hl ... 95
Estabilidade térmica de ProBIESt2 € BIESE2 ..........cccceiiiiiiiiiicieeeeeeeee e 98
Caracterizacdo bioguimica da forma madura de BIESt2..........cc.cccocovevveveiiccecciecee, 99
ESPECITICIAATE ... c.veeeee et 102
[ 1oL H 1 Lo SRS 103
(000 0] [F 1T 2SS PRSRPR 106
CONCIUSBES GEIAIS ...vevveveeiieiiecieesteete st e ste ettt e st et e e s reeste et esreesteebesneesteeeesreennaeneas 107
REFERENCIAS ...ttt s s sn et ssn st 109

ANEXOS .. 119






27

1 INTRODUCAO
1.1  Enzimas que hidrolisam ligacdes carboxil-ester

Hidrolases (EC 3) que catalisam a clivagem ou sintese de ligacGes éster, carboxil-éster
hidrolases (EC 3.1.1.X), ou carboxilesterases, constituem um diverso grupo de hidrolases
amplamente encontradas em plantas, animais e microrganismos . H& uma ampla gama de
hidrolases, classificadas de acordo com a reagdo quimica que catalisam e com seu substrato
natural como esterases (EC 3.1.1.1 — carboxilesterases), verdadeiras lipases (EC 3.1.1.3 —
triacilglicerol lipases), fosfolipases A2 (EC 3.1.1.4), fosfolipases Al (EC 3.1.1.32), feruloil
esterases (3.1.1.73), cutinases (EC 3.1.1.74) dentre ouras especificacbes até EC 3.1.1.114,
metil-acetato hidrolases. Muitas delas aceitam uma ampla gama de substratos, o que leva a
crer que as diversas classes evoluiram para permitir o acesso a diferentes fontes de carbono ou
para o envolvimento em diferentes rotas metabélicas.*

Lipases e esterases se distinguem de acordo com sua preferéncia por determinado
substrato e pela variagdo na atividade de acordo com a solubilidade do substrato.? Essa
distingdo pode estar relacionada ao comprimento da cadeia alifatica do substrato, uma vez que
quanto mais longa é a cadeia do &cido graxo, sua solubilidade em meio aquoso diminui
formando micelas ou emulsdes. Portanto, lipases hidrolisam &cidos graxos, geralmente
triacilglicerdis, insoltveis ou parcialmente insollveis de cadeia média a longa (Cs — Cy2)
enguanto que esterases sdo mais ativas em ésteres simples, de cadeia curta e soluveis,
geralmente com menos de seis carbonos.! Uma vez que lipases sdo ativas contra substratos
insolGveis em agregados, sua atividade é relacionada com a éarea do substrato e ndo sua
concentragdo.> Assim, enquanto esterases obedecem uma cinética classica de Michaelis-
Menten, lipases necessitam de uma concentracdo minima de substrato, suficiente para
ultrapassar o limite de solubilidade a ponto de formar agregados, antes de uma alta atividade
ser observada.’

Por muito tempo se distinguiu lipases de esterases por um fenbmeno conhecido como
ativacdo interfacial*® e pela presenca de estrutura lid. A ativacio interfacial foi descrita de
acordo com o aumento da atividade enzimatica de lipases & medida que o substrato excedia a
concentracdo limite para formacdo de micelas. Diferentes explicacdes foram propostas para
explicar esse fenébmeno como propriedades do substrato e propriedades da enzima, sugerindo
uma mudanca conformacional na interface.’ Entdo, a elucidagdo das primeiras estruturas

cristalogréficas de lipases revelou que o sitio ativo era ocupado por loops, e que claramente
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necessitavam de uma mudanca conformacional para a ativagdo das enzimas,”® e que foram
chamados de lid. Posteriormente, a resolucdo de complexos de lipases com inibidores
elucidou a natureza das mudancas conformacionais, as quais provocam alteracfes na
superficie da enzima, expondo a superficie hidrofébica ao redor do sitio ativo.”*® O
movimento espacial do lid, associada a catélise, expdem os residuos hidrofdbicos, que
permanecem protegidos do meio aquoso na conformacéo fechada, e que sdo responsaveis pelo
acoplamento da superficie lipidio-agua ao sitio ativo, proporcionando a ativacdo da enzima e
inicio da hidrélise.** No entanto, algumas carboxilesterases que hidrolisam substratos de
cadeia longa e insoltveis ndo possuem a estrutura lid, como visto em algumas cutinases *2 e

1.1* Sendo

lipases.* Da mesma forma, lipase com lid pode ndo apresentar ativacdo interfacia
assim, nem o fenbmeno de ativagdo interfacial e nem a presenca de lid pode ser utilizado para
diferenciar lipases de esterases, apesar deste ter papel importante na determinacdo da
especificidade da enzima.'®

Outra caracteristica que aparentemente distingue lipases de esterases é uma diferenca
na superficie eletrostatica dependente de pH. A superficie de uma proteina constitui a
interface pela qual ela sente 0 meio quimico que a circunda, sendo que todas as forcas
intermoleculares, dentro de 10-15 A de distancia, depende do pH, solvente e temperatura.
Portanto, a atividade enzimatica dependera da protonacdo adequada dos residuos cataliticos,
bem como dos demais residuos que constituem o sitio ativo dentro da faixa de pH de
atividade da enzima. Em relacdo a lipases e esterases, ndo ha diferenca entre os respectivos pl,
no entanto, lipases tem maior nimero de residuos hidrofébicos como valinas, leucinas e
isoleucinas, sendo que estes sdo mais comuns ao redor do sitio catalitico.""*> Assim, o
potencial eletrostatico tem papel importante tanto na associacdo ao substrato, quanto a
liberacdo do produto. O sitio ativo de lipases apresenta um potencial eletrostatico negativo na
faixa de pH na qual apresentam maior atividade, o que acontece em pHs mais basicos, entre 8
e 9. Enquanto isso, esterases apresentam o mesmo padrdo, porém em valores menores de pH o

que est4 relacionado & maximos de atividade em pHs de basico a neutro.***®

1.2 Mecanismo de agéo

Lipases e esterases sdo serina hidrolases, ou seja, sua maquinaria catalitica possui uma
serina como residuo catalitico chave. Além do residuo nucleofilico Ser, a triade € composta
com um residuo &cido, que na maioria dos casos € um acido aspartico (Asp), mas que em
algumas enzimas contém o acido glutamico (Glu); e uma histidina (His). Além da triade

catalitica, ha outros dois residuos necessarios para catalise com funcdo de estabilizacdo do
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oxianion. Estes residuos, que compdem o oxyanion hole, ocorrem de maneira conservada em
lipases e esterases e sdo orientados tridimensionalmente de maneira similar em todas as
estruturas. A composicdo do oxyanion hole € uma caracteristica utilizada para classificacdo
de carboxilesterases como abordado pelo banco de dados LED (Lipase Engineering
Database).!” Sistemas de classificacéo serdo discutidos posteriormente na secéo 1.4.

O mecanismo catalitico é similar de serina proteases.'® Num primeiro passo, o éster se
liga a enzima e a serina ataca o grupo carbonila formando um intermediario tetraédrico que €
estabilizado pelos outros residuos da triade, His e Asp e pelo oxyanion hole (Figura 1).! O
colapso desse intermediario libera a fracdo alcool do éster, formando o complexo acil-enzima,
no qual a fragdo acil estd covalentemente ligada a serina. Em uma reagdo de hidrolise, ha o
ataque nucleofilico de uma molécula de agua ao complexo acil-enzima, formando outro
intermediario tetraédrico e, por sua vez, o colapso desse intermediario leva a liberacdo do
acido e da enzima livre. Como lipases e esterases catalisam tanto a hidrélise quanto a sintese
de ligacBGes eéster, ou esterificacdo, se o complexo acil-enzima for atacado por outro
nucleofilo, como uma molécula de alcool, a reacdo de esterificacdo é favorecida, e no final ha

a liberacdo de um éster e da enzima livre.*®

Glu 341 Enzima livre Glu 341
o= o=
o ST wogo Te
TH-N SN H H I HN"N-H O 0--oy
L N T . P N_ STy
— ( H { - ""0H = 5er1209 H _
Ser 209 N Ala210 \ N, Aa210
His 449 HN_ _Gly 124 His 449 HN Gy 124
Gly 123 Gly 123
R 0H~ -
o +H,0
Glu 341 Complexo acil-enzima
Glu 341 O=f".
0= R ) T4 © —
O o~ Tl e
o= H Saa {4l H"H “Ng A
N~ RH=07 Qe -ROH V] S
Ser 209 Ala 210 Ser 209 s Ala 210
v N His 449 N
His 449 HN  Gly 124 HN_ “Gly 124
Gly 123 Gly 123

Figura 1 — Esquema de hidrélise catalisada por lipases e esterases, envolvendo um complexo acil-enzima e dois
intermedidrios tetraédricos (T4l e T42). A numeracdo dos aminoacidos corresponde ao sitio ativo da
lipase CRL de Candida rugosa.

Fonte: Adaptada de BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS.*

1.3 Enovelamento o/p hidrolase

Uma caracteristica compartilhada entre lipases e esterases é a arquitetura da estrutura

tridimensional, apresentando um enovelamento o/B-hidrolase que se trata de uma folha f
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central rodeada, em ambas as faces, por a-hélices. Esse € o tipo de enovelamento mais comum
e versatil encontrado na natureza, tendo sido caracterizado em proteases, lipases, esterases,
deshalogenases, peroxidases, e epoxido hidrolases.”® Essa estrutura pode apresentar variacdes
no numero de fitas B, na presenca de inser¢des, na arquitetura do dominio de ligagdo ao
substrato e no nimero de dominios,? apresentando uma enorme plasticidade. Muitas inser¢des
sdo toleradas, que vao desde a alguns residuos, até dominios adicionais completos, mantendo
a maquinaria catalitica.

Em sua forma candnica, esse enovelamento apresenta folha f central formada por oito
fitas B, sendo uma delas, B2, antiparalela.?’ Esta folha B apresenta uma tor¢do de mdo
esquerda, formando um angulo de 90° entre a primeira e a ultima fita f. As fitas B3 a B8 sdo
conectadas por o-hélices (Figura 2). A disposicdo e numero dessas hélices pode variar,
podendo ser até ausentes. Apenas aC é aparentemente conservada, posicionada no centro da
folha B e participando da disposi¢do da serina catalitica. Essa arquitetura apresenta uma
estrutura estavel para os residuos envolvidos na catalise, que possuem localiza¢do conservada
em o/p-hidrolase.’’ O residuo nucleofilico serina (que pode ser uma cisteina ou &cido
aspartico em outras enzimas com esse enovelamento) fica localizada em um pequeno e
curvado loop entre B5 e aC, chamado de nucleophile elbow. O nucleophile elbow é
caracterizado pelo motif Sm-x;-Nu-x,-Sm onde Sm é um residuo de cadeia lateral curta, x é
qualquer residuo e Nu € oresiduo nucleofilico. O residuo &cido, acido aspartico no caso de
lipases e esterases, ¢ localizado apds B7 e a histidina ap6s a ultima fita  da folha B central
(Figura 2). Outros residuos envolvidos na catalise que possuem localiza¢do conservada sdo 0s
dois que compdem o oxyanion hole, que é formado pelos atomos de nitrogénio do grupo
amina desses residuos. Um deles, é o residuo x, do nucleophile elbow, e o segundo fica no
topo do loop logo apés P3, que é chamado de oxyanion loop."

As inser¢des que uma enzima com enovelamento o/fB-hidrolase pode apresentar, cuja
possivel localizagdo estd marcada com um traco pontilhado na Figura 2, constituem um
exemplo de diferenciagdo evolutiva de um mesmo enovelamento para diferentes reagfes de
hidrélise, a fim de se acomodar uma diversidade de substratos.?’ Exemplos dessa diversidade
esta representado na Figura 3. Para lipases, as inser¢des podem configuram lids, que auxiliam
no mecanismo de ativacdo interfacial, explicado no item 1.1. A localizacdo de uma das

insercdes que compdem lids é bem conservada, ocupando lugar apds 6 (Figura 3A, 3B, 3E).
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Figura 2 — Diagrama de estrutura secundaria da forma can6nica de proteinas com enovelamento tipo o/B-
hidrolase. As a-hélices e as fitas B estdo representadas como cilindros e flechas, respectivamente. O
local dos residuos da triade catalitica estd marcado com pontos pretos. As linhas pontilhadas indicam
lugares onde podem ocorrer insercdes.

Fonte: Adaptada de NARDINI; DIJKSTRA.%
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Figura 3 — Diversidade estrutural apresentada por proteinas com enovelamento tipo o/B-hidrolase. As a-hélices e
as fitas f do modelo candnico estdo representadas como retangulos e setas claras, respectivamente.
Estruturas secundérias oriundas de inser¢des ao modelo candnico estdo representadas em preto. A
localizacdo dos residuos da triade catalitica estd marcada com pontos pretos e com codigo de letra
Gnica de aminoécidos. A) Epéxido hidrolase de A. radiobacter 2. Um dominio lid esta localizado ap6s
B6. B) Esterase de B. subitilis 2, com dominio lid formado pelas hélices no N-terminal e pela insercdo
apos 6. C) Carboxilesterase de P. fluorescens . Apresenta auséncia da primeira fita p. D) Lipase de
S. exfoliatus % com auséncia de dominio lid E) Lipase de P. aeruginosa. Apresenta auséncia das duas
primeiras fitas p ¢ um dominio lid ap6s p6. F) Acetilxilano esterase de P. purpurogenum %, com
auséncia de dominio lid.

Fonte: Adaptada de NARDINi; DIJKSTRA.”

1.4  Classificacéo e bancos de dados

Basicamente a classificacdo de lipases e esterases é feita baseada na especificidade ou
em alinhamento de sequéncia. O primeiro critério € mais problematico uma vez que as
condigOes experimentais devem ser similares e os substratos os mesmos, ou pelo menos
relacionados, para que os resultados sejam comparaveis. Isso € agravado pela diversidade de
métodos adotados para medir hidrdlise de ligagdes éster, como uso de ésteres ligados a p-
nitrofenol e pH-stat.?” Com o aumento da disponibilidade de dados de sequéncias em bancos
de dados, a comparacdo de sequéncias passou a trazer mais informacdo sobre a relacdo
evolutiva entre proteinas e dando critérios mais claros para classificacéo.

Assim, uma classificacdo classica foi proposta por Arpigny e Jaeger baseada nas

sequéncias de aminoacidos, assinaturas de sequéncia conservados e em propriedades
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bioldgicas,?’ baseado em 53 sequéncias de lipases e esterases separadas de um total de 217
entradas. As sequéncias redundantes foram retiradas. Assim, enzimas foram separadas em
oito familias diferentes (I a VIII). Triacilglicerol lipases, ou lipases verdadeiras (EC 3.1.1.3),
foram agrupadas na familia I, que é subdividida em 6 subfamilias, de 1.1 a 1.6. Ja as demais
carboxilesterases foram classificadas nas familias de Il a V1II. Estudos subsequentes revelou
enzimas que ndo poderiam ser agrupadas nas familias ja existentes, criando-se novas familias:
IX 2, X 2, X130, X113, X111 e XIV.*°

Embora carboxilesterases sejam agrupadas em diversas familias que ndo apresentam
similaridade de sequéncia, elas apresentam em comum a mesma arquitetura, o enovelamento
o/B-hidrolase ' e algumas assinaturas de sequéncia. Com o aumento do acesso a dados
estruturais, outras classificagbes comecaram a surgir com critérios mais completos que
integram dados de sequéncia e estruturais. Junto com essas classificaches, houve a
implementacdo de bancos de dados, como o ESTHER (ESTerases and alpha/beta-
Hydrolases Enzymes and Relatives). ESHTER ¢é dedicado a familias de proteinas que
apresentam enovelamento o/f hidrolase e que sdo relacionadas filogeneticamente 34,
Inicialmente, 0 banco de dados era subdividido em trés familias principais: carboxilesterases,
lipases e lipases hormdnio-sensiveis, blocos C, L e H respectivamente. Essa divisdo se deu de
acordo com assinaturas de sequéncia tipicas dessas proteinas: as enzimas do bloco C possuem
as entradas ps00941 e ps00122 do prosite, conhecidas como padrdo Carboxylesterase B;
enzimas do Bloco L carregam a entrada ps00120, conhecido como padrdo LIPASE_SER; e 0
Bloco H, que é relacionado com o Bloco L apresenta as entradas ps01173 e ps01174, as
assinaturas ~ LIPASE_GDXG_HIS e  LIPASE_GDXG_SER, respectivamente.®
Posteriormente, as enzimas que ndo possuem nenhuma dessas assinaturas foram agrupadas no
Bloco X.

Outro exemplo é o LED (Lipase Engineering Database) que promove uma
classificacdo baseado em sequéncia, estrutura e funcdo. Inicialmente, 92 sequéncias de
carboxilesterases bacterianas e outras serina hidrolases homologas foram divididas em 32
familias e 15 superfamilias.®® Posteriormente, uma nova versdo com um modelo de dados
mais extenso integrou dados de sequéncia, estrutura e informagdes de anotagéo disponiveis no
GenBank e PDB. Essa abordagem resultou em 806 proteinas classificadas em 38 familias e 16
superfamilias.” A classificacéo é baseada em uma estrutura conservada em a/B-hidrolases, o

oxyanion hole. Que ¢é formado pelo grupamento amina de dois residuos e servem para
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estabilizar o intermediério tetraédrico por meio de ligacGes de hidrogénio entre o proton da
amina e o oxigénio do grupo carbonila do substrato.*’

Como explicado na secdo 1.3, um dos atomos € o residuo x, do nucleophile elbow
(logo apos a serina catalitica), e o segundo fica no topo do loop (oxyanion loop) logo apds [33.
De acordo com a composi¢do do segundo residuo, as proteinas sao divididas em duas classes:
GGGX e GX, nos quais o residuo marcado em negrito sdo os que participam das ligagdes de
hidrogénio.'” A composicéo do oxyanion hole afeta a especificidade de carboxilesterases
sendo que lipases da classe GX tipicamente hidrolisam substratos de cadeia media a longa e
as enzimas da classe GGGX sdo encontradas em esterases especificas pra substratos de cadeia
curta.®” Posteriormente, um terceiro grupo foi identificado, a classe Y, no qual o oxyanion
hole ndo é formado por aminas e sim pelo grupo hidroxila de uma tirosina conservada.®® A

esta classe pertence algumas esterases e lipases bacterianas.®’
1.5 Interesse biotecnoldgico pelas carboxilesterases

O crescimento da enzimologia representou um importante marco na biotecnologia.
Sendo que este mercado é ocupado principalmente por hidrolases como proteases, amilases,
amidases, esterases e lipases.® Lipases e esterases emergiram na indGstria devido as suas
caracteristicas maltiplas. S&o enzimas bem versateis devido a atividade em uma ampla gama
de substratos, tanto naturais quanto sintéticos; a regio- e a enantioseletividade; a alta
estabilidade em solventes organicos; e por dispensarem cofatores.’®** Essas hidrolases foram
umas das primeiras enzimas testadas como estaveis em solventes organicos.*? De fato, ambas
enzimas aparentam estabilidade e atividade em diferentes solventes organicos, mas essa
caracteristica é mais acentuada em lipases.® Além disso, estas enzimas catalisam varios tipos
de reacdes como hidrolise, esterificacdo, transesterificacdo, polimerizacdo, lactonizacéo,
amindlise e oximdlise.** ** Todas essas propriedades fazem com que as carboxilesterases
sejam de grande interesse biotecnoldgico e atuantes em diversos setores industriais. 0424549

Algumas aplicacdes de carboxilesterases sdo bem estabelecidas na industria (Figura
4). Um exemplo disso é a sua aplicacdo na sintese de compostos quirais utilizados no

50-51 53-54

desenvolvimento de farmacos, agroquimicos,® cosméticos, fragrancias e aromas.

Outro exemplo se da na indudstria alimenticia, onde ha o uso dessas enzimas em diversas areas

%0 aticinios,”’ indUstria de embutidos,”® e producdo de 6leos e

como panificagéo,
gorduras.***® Na sintese de aromas dos alimentos, as lipases agem na hidrélise dos
triglicerideos em &cidos graxos, que ndo sdo aromatizados por si s6 (com exce¢do dos acidos

graxos de cadeia curta), mas sdo precursores das substancias aromatizantes.”® S&o utilizadas
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na industria de couro e papel, sendo que na primeira agem no processo de calagem e retirada
de gordura; e na segunda auxiliam no controle de extratos lipofilicos da madeira.”® Na
producdo de biodiesel agem no processo de transesterificacdo de 6leos vegetais com alcoois
de cadeia curta como metanol e etanol.®* Uma das maiores e mais bem conhecidas aplicagdes

industriais é a adicio dessas enzimas em detergentes,*® auxiliando na retirada de gorduras.

POWERED BY

BIODIESEL o o

Figura 4 — Diferentes processos industriais nos quais hd a utilizacdo de hidrélise catalisada por lipases e
esterases. No sentido horario, indUstria alimenticia na producdo de paes, laticinios e embutidos;
produgdo de O6leos e gorduras; producdo de detergentes; degradacdo de polimeros sintéticos;
tratamento de residuos; producdo de biodiesel; producdo de papel e couro; producdo de sabores e
fragrancias; sintese de compostos quirais para produgdo de agroquimicos e farmacos.

Fonte: Elaborada pela autora.

1.6 Organismo de estudo

Devido a constante busca por novas tecnologias e por enzimas mais eficientes e
economicamente vidveis, Bacillus licheniformis se mostra como uma fonte de prospec¢édo de
novas carboxilesterases, aléem de ser um organismo de grande interesse para induastria. 1sso
porque pode ser aerdbio ou anaerobio facultativo, o que permite seu crescimento em
diferentes nichos e meios; é ndo patogénico; eficiente em secretar enzimas; e seus habitos
saprofitos fazem com que seja fonte de enzimas com potencial de aplicacdo em diversos

processos.’ Além disso, enzimas bacterianas sdo de especial interesse pela facilidade de
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producdo, baixo custo, pela suscetibilidade a mutacGes genéticas e por serem versateis e
estaveis em diversas condicBes.?? De fato, lipases bacterianas constituem o terceiro grupo de
enzimas mais utilizado na inddstria. Apesar da relevancia, ndo ha nenhum estudo estrutural de
carboxilesterases de B. licheniformis, o que seria fundamental para se entender os

mecanismos cataliticos dessas enzimas e aferir suas aplicagdes.



2

37

OBJETIVOS

Tendo em vista a versatilidade e importancia de carboxilesterases em processos

biotecnologicos, € justificavel uma investigacdo mais profunda destes catalisadores,

envolvendo sua caracterizacdo bioquimica e estrutural. Porém, apesar da grande relevancia

dessa classe de enzimas para o desenvolvimento de novas tecnologias, elas sdo pouco

estudadas em um organismo igualmente importante industrialmente, a bactéria B.

licheniformis. Sendo assim, neste trabalho objetivamos promover uma caracterizacao

bioquimica e estrutural de carboxilesterases de B. licheniformis. a fim de se entender suas

caracteristicas que possam ser de interesse biotecnoldgico. Esses objetivos incluem:

*

Padronizar e otimizar os protocolos de expressédo e purificacdo das carboxilesterases de B.
licheniformis a fim de se estabelecer um protocolo de producéo dessas enzimas;

A caracterizacdo bioquimica dessas enzimas com a determinacdo de uma reacdo padrdo
com concentracdo de sal, pH e temperatura ideais para as condi¢Ges experimentais usadas.
Além de se determinar o efeito da temperatura na atividade e o padrédo de especificidade;
Caracterizacdo biofisica das enzimas em solucdo, principalmente em relacao a estabilidade
térmica em diferentes condicBes e nas condi¢bes experimentais padronizadas para 0s
ensaios bioquimicos;

Promover ensaios de cristalizacéo e desenvolver protocolos de otimizacgdo dos cristais;
Promover estudos estruturais a fim de se elucidar a estrutura cristalografica dos alvos bem
como de complexos com ligantes, quando disponivel,

Analise dos modelos estruturais e dos dados bioquimicos e biofisicos de maneira integrada

a fim de descrever as caracteristicas mais interessantes dessas enzimas.
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3 CAPITULO 1 - Carboxilesterase BIEst1
3.1 Introducéo

Tanto organismos halofilicos quanto halotolerantes possuem a habilidade de se
desenvolver e viver em ambientes com altas concentracdes de sal. Organismos halofilicos séo
aqueles que requerem a presenca de sal para viver enquanto os halotolerantes podem crescer
tanto na auséncia quanto na presenca de sal, apresentando assim tolerancia e ndo dependéncia.
Aqueles organismos halotolerantes que que sdo capazes de crescer em concentracdes acima
de 15% (m/v) (2,5 M NaCl) séo considerados altamente tolerantes. Em relacdo aos
halofilicos, de acordo com a definicho mais utilizada, organismos que vivem em
concentracdes de 3% (agua do mar), 3-15%, 25% (m/v) de NaCl séo considerados, levemente,
moderadamente e extremamente halofilicos, respectivamente.® Apesar de B. licheniformis
ndo ser um organismo halofilico, ha alguma cepas de Bacillus * e enzimas de Bacillus >
que apresentam um grau de halotolerancia consideravel

Enzimas halofilicas possuem maior atividade e estabilidade em altas concentracGes de

sal, mas apresentam baixa solubilidade em baixas concentragdes de sal, ®

0 que torna técnicas
cromatogréficas de dificil execugdo. Por outro lado, enzimas halotolerantes sdo ativas e
estaveis em ampla faixa de concentracdo de NaCl, retendo sua atividade mesmo na auséncia
de sal. Essa propriedade faz crescer o interesse por enzimas que sejam halotolerantes em
detrimento das halofilicas.®® De fato, enzimas que funcionam em condigdes salinas extremas
sdo requeridas em muitos setores industriais. No setor alimenticio, sdo aplicadas em processos
fermentativos que ocorrem na presenca de sal; na producdo de suplementos e colorantes; no
setor de tratamento de residuos, como por exemplo no caso de areas marinhas e de pantanos
contaminadas com derramamento de 6leo; e podem atuar na degradacdo de polimeros
sintéticos dentre outras aplicacdes.®® Esses nichos biotecnolégicos citados sdo também
amplamente ocupados por lipases e esterases.*®

O mecanismo que confere halotolerancia as enzimas pode ter explicacdo estrutural.
Quando a superficie eletrostatica de enzimas adaptadas a altas concentragdes de sal foi
comparada com a de homoélogos ndo-halofilicos, as regides constituidas por cadeias laterais
com oxigénios negativamente carregados foi maior para as enzimas halofilicas do que para as
ndo halofilicas.”® Da mesma forma, a superficie formada por cadeias laterais com nitrogénios
positivamente carregadas foi menor e halofilicos do que em ndo-halofilicos. Isso pode

favorecer a formacdo de uma camada de solvatagdo, que age como protecdo para enzimas
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halotolerantes e halofilicas contra condicdes de dessecacdo,”” além de evitar o
desenovelamento e agregacdo através do aumento da estabilidade. A teoria mais comum de
adaptacéo halofilica é o modelo de solvatagdo-estabilizacdo,* que é descrito pela interacéo de
fons hidratados com a superficie &cida da proteina, resultando em estabilizacdo do
enovelamento em condicgdes extremas.

Aqui nos apresentamos uma carboxilesterase halotolerante de B. licheniformis bem
como sua caracterizacdo bioquimica e estrutural, apontando os fatores envolvidos no modelo

de estabilizacdo-solvatacao para esta enzima.
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3.2  Material e Métodos
3.2.1 Escolha do gene candidato

O DNA genémico de B. licheniformis DSM 13 ja encontrava-se disponivel na
biblioteca de DNAs do Grupo de Biotecnologia Molecular do Instituto de Fisica de Sé&o
Carlos — Universidade de S&o Paulo — S&o Carlos — Brasil. Desta biblioteca, alvos ja haviam
sido clonados utilizando o método independente de ligagcdo (LIC — Ligation-Independent
Cloning) "# . Desses clones foi selecionada a proteina BIEst1 (Tabela 1). Para amplificagdo
foram desenhados 0s oligonucleotideos senso 5’ —
CAGGGCGCCATGAAAATTGTCAAACCACAACC - 3 e anti-senso 5 —
GACCCGACGCGGTTATGTCTGCCAATCCAACG — 3°. A regido sublinhada dos

oligonucleotideos correspondem a cauda necessaria para a técnica LIC. Os alvos foram

inseridos ao vetor de expressdo pET-TrxA/LIC (gentilmente cedido por Arie Geerlof -

Helmholtz Zentrum, Alemanha).

Tabela 1 — Informagdes sobre o candidato selecionado BIEst1.

BIEst1
gene YvaK [Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580]
GenBank AAU42463.1
Pfam Hydrolase_4 (PF12146)
ESTHER! CarbLipBact_1 (block X)

abH11 — Carboxylesterases / abH11.01 — Bacillus

carboxylesterase (class GX)

LED?

'ESTerases, o/p Hydrolase Enzymes and Relatives Database (http://bioweb.ensam.inra.fr/esther).
’Lipase Engineering Database (http://www.led.uni- stuttgart.de/).
Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.2 Analise de sequéncia de aminoacidos

O gene YvaK, que codifica uma proteina de 248 aminoacidos, foi identificado no
genoma de B. licheniformis DSM 13/ATCC 14580. A sequéncia proteica foi utilizada para
analise comparativa com outras proteinas. Para se entender a relacdo entre elas, um
alinhamento foi construido pelo programa MEGA " e o método de maxima verossimilhanca
aplicado para construcdo de um dendrograma pelo mesmo programa. Para esta anélise foram

utilizadas sequéncias do Protein Data Bank (PDB) das seguintes familias de acordo com o
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banco de dados ESTHER>*: Hydrolase 4 (Bloco X), Carb B Bacteria (Bloco C) e Bacterial
Lipase (Bloco L).

3.2.3 Producéo da proteina recombinante

Para a producédo da proteina recombinante, plasmideos contendo os genes alvo foram
transformados em linhagens de Escherichia coli Rosetta (DE3), pelo método de choque-
térmico. Primeiramente pré-indculos foram crescidos em meio liquido do tipo LB contendo os
antibiéticos canamicina (50 pg L™) e cloranfenicol (33 pg L™). As culturas foram entéo
incubadas sob agitacdo automatica a 37 °C e 250 rpm por 16 h. Esta cultura foi inoculada
(0,5%, v/v) em 1,0 L de meio liquido LB com os mesmos antibidticos. O crescimento das
células ocorreu a 37 °C, 200 rpm até DOggo = 0,6 € entdo a expressao foi induzida pela adicao
de 1 mM de IPTG. A expressao seguiu em agitador automatico a 130 rpm a 18 °C por 16 h.

ApoOs a expressdo, as células foram sedimentadas por centrifugacéo a 10.000 xg por 20
min a 4 °C. Em seguida, o pellet celular foi ressuspendido em tampéao de lise (20 MM Tris-
HCI pH 8; 200 mM de NaCl; 10% (v/v) glicerol) com lisozima (50 mg L™ de cultura). A
suspencdo celular foi mantida em gelo por 30 min e a lise das células foi conduzida por
sonicagdo (oito ciclos de 1 min com intervalos de 30 seg entre cada ciclo). Terminada a lise, 0
lisado celular foi centrifugado (23.000 xg; 30 min; 4 °C) e a fracdo soltvel da proteina

recombinante fusionada a tiorredoxina-HisTag foi submetida as etapas de purificacéo.

3.2.4 Purificacdo

A purificacdo de BIEstl foi realizada em dois passos: cromatografia de afinidade por
niquel e cromatografia por exclusdo de tamanho. Os vetores utilizados para clonagem e
expressao adicionam na regido N-terminal da proteina clonada uma cauda de histidina,
aminoéacido que possui afinidade com o niquel. Dessa forma, a cromatografia de afinidade por
niquel foi realizada utilizando a resina Ni Sepharose™ 6 Fats Flow (GE) em coluna
cromatografica, a qual foi equilibrada com tampéo A (20 mM Tris-HCI pH 8; 200 mM de
NaCl). Os extratos celulares foram entdo aplicados as colunas. Apés lavagem com tampédo A
com 10 mM imidazol, a eluicéo foi conduzida utilizando-se 150 mM imidazol. O imidazol da
eluicdo foi diluido para 18 mM e esta foi incubada com a enzima TEV protease a 4°C por 16
h para retirada da cauda de histidinas. Entdo o produto da clivagem foi submetido a uma nova
cromatografia de afinidade por niquel para retirada da TEV e da cauda de histidinas fusionada

a proteina tiorredoxina.
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Para a cromatografia de excluséo por tamanho, foi utilizada a coluna HiLoad Superdex
75 16/600 (GE Healthcare®) acoplada ao sistema Akta Purifier 10 (Amershan-Pharmacia).
Equilibramos a coluna com tampao (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl). As fragdes
referentes ao pico cromatografico foram coletadas e analisadas em gel SDS-PAGE para
conferir a auséncia de contaminantes. As quantificagcbes da concentragéo proteica das fracoes
purificadas foram realizadas medindo-se a absorbancia da proteina a 280 nm em
espectrofotdbmetro do tipo NanoDrop (Thermo Scientific) e a concentracdo da proteina foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar teérico neste comprimento de onda
(44.350 Mt cm™).

3.2.5 Caracterizacdo bioquimica
3.2.5.1 Ensaios de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi monitorada utilizando ésteres ligados a p-nitrofenol
(Sigma-Aldrich). O p-nitrofenol liberado apds a acdo das esterases foi medido por absorcédo a
405 nm. A atividade especifica (U/mg) foi calculada como a quantidade de p-nitrofenol
liberado por minuto (U) por mg de enzima purificada e entdo a atividade relativa foi calculada
com o objetivo de comparar diferentes condicOes de reacdo. Uma reacdo padrédo foi definida
composta por tampédo (30 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl) e 75 nM de BIEst1, na qual
foi adicionada 1 mM do substrato p-nitrofenil acetato (solucdo estoque de 50 mM em etanol
100%). A reacdo foi iniciada pela adicdo de substrato na reacdo padrdo pré-aquecida na
temperatura de reagdo por 2 min. A temperatura Otima foi determinada testando-se
temperaturas entre 10 e 70 °C. Em seguida, o pH o6timo foi determinado, testando-se
diferentes pHs em tampao ABF (20 mM acetato, 20 mM borato, 20 mM fostato, pH 4,0 — 10).

Para conferir o efeito da temperatura na atividade, aliquotas com 75 nM de BIEstl
foram incubadas a 40 e 50 °C por 72 h. Aliquotas foram retiradas ao longo do tempo e entdo a
atividade residual foi medida nas condi¢des padronizadas de atividade, utilizando p-nitrofenil
acetato como substrato em tampéo (30 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl).

O efeito de diferentes compostos incluindo solventes organicos, sais e detergentes na
atividade foi determinado nas condi¢Ges padronizadas de reagdo utilizando p-nitrofenil
acetato como substrato em tampé&o (30 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl). A reacdo de 10
minutos foi iniciada pela adicdo do substrato na reacdo pré-incubada de enzima com cada

composto a 40 °C por 2 min.
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3.2.5.2 Especificidade

Para as reacdes de especificidade com o substrato, substratos sintéticos associados a p-
nitrofenol (Sigma-Aldrich) com variacdo do comprimento da cadeia dos acidos graxos de dois
a doze carbonos foram testados. As reacGes foram realizadas nas condi¢bes Otimas de
temperatura e pH com a adi¢do de 1 mM de substrato em reacdo padrdo composta por tampéo
(30 mM Tris-HCI pH 7, 150 mM NaCl) e 75 nM de BIEstl. A reagdo de 10 min foi iniciada

pela adicdo do substrato na reacao pré-aquecida por 2 min.

3.2.6 Estudos biofisicos em solucéo
3.2.6.1 Cromatografia analitica por exclusdo de tamanho

Aliquota a 1,0 mg/mL de BIEstl foi aplicada na coluna Superdex 75 16/600 (GE
Healthcare®) para aferir-se a massa de cada pico do cromatograma através de uma curva de
calibracdo. Para isso, o kit Gel Filtration Calibration Kits LMW e HMW (GE Healthcare®)
contendo proteinas com massa molecular conhecidas foi utilizado. O volume morto da coluna
foi aferido com blue dextran 2000. O volume de elui¢do de cada proteina foi utilizado para
calcular o coeficiente de distribuicdo de fases K,, de cada uma (K, = [volume de eluicdo —
volume de excluséo da coluna]/[volume total da coluna — volume de exclusdo da coluna]). Os
valores de K,, foram plotados em funcdo das massas e através da regressdo linear desta curva

foi possivel aferir a massa de BIEst1.
3.2.6.2 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Os estudos de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) foram realizadas para a
obtencéo de informagdes estruturais em solugdo tais como: raio de giro (Rg), volume
molecular, modelo do envelope molecular e estado de oligomerizacdo. Todo o processo de
coleta, processamento e analise dos dados foi feito pelo Dr. Marco Antonio Seiki Kadowaki,
até entdo do mesmo grupo de pesquisa. As medidas de SAXS foram realizadas na linha de luz
SAXS-2 do LNLS. Duas concentracdes diferentes de BIEstl (1,0 e 2,0 mg mL™) foram
medidas em tampdo HEPES 30 mM pH 7,5, 150 mM NaCl. As coletas foram realizadas a 25
°C, sob comprimento de onda do feixe de A = 1.488 A, com uma distancia detector-amostra de
955 mm.

As imagens dos espalhamentos das amostras foram processadas e integradas, apos a

subtragdo do espalhamento do tamp&o, com o programa Fit2D.” Posteriormente, 0 pacote
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PRIMUS " foi utilizado para a analise dos dados. As anélises de Guinier foram feitas pelo
programa AUTORG, " ja as funcdes de distribuicdo de distancias (p(r)) e a distancia méaxima
(Dmax) foram calculados pelo programa GNOM. "® O programa SAXMoW?® foi utilizado para
estimar a massa molecular com base na curva de espalhamento experimental. Dez modelos de
atomos dummy com cadeias aleatérias de C, foram gerados com base nos dados
experimentais de SAXS utilizando o programa DAMMIF® e um modelo médio e
normalizado foi gerado pelo programa DAMAVER.®Perfis de espalhamento tedricos do
modelo do envelope e 0 modelo por homologia foram comparados aos perfis de espalhamento
experimentais pelo programa FoXS.%? As figuras de sobreposicdo do envelope com as
estruturas cristalogréaficas foram geradas pelo programa PyMOL (The PyMOL Molecular

Graphics System, Version 1.8 Schrédinger, LLC.).
3.2.6.3 Analise de estabilidade térmica por thermal shift assay

A técnica de thermal shift assay ® foi utilizada para se aferir a temperatura de melting
(Tm) de BIEst1 bem como a estabilidade térmica em diferentes condi¢des (Tabela 2). Para isso
0 equipamento CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foi utilizado para
monitorar a intera¢do da sonda Sypro Orange (Invitrogen) com a enzima por excitacao a 490
nm e emissdo a 530 nm. Reagdes com as enzimas a uma concentragéo final de 0,38 mg mL™
foram adicionadas em diferentes tamp&es. A temperatura variou de 25 a 90 °C com gradiente
de 1 °C min™. A analise dos resultados e calculo do T, foram realizadas no programa
GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA).
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Tabela 2 - Condic@es testadas por thermal shift assay.

pH tampéo ([ Jf = 50 mM) [NaCl] (mM)
- Agua 0
3,0 Acido Citrico 0
4,0 Citrato de Sédio 0
4,5 Acetato de Sddio 0
4,7 Citrato de Sédio 0
5,0 Acetato de Sddio 0
5,0 Fosfato de Potassio 0
55 Citrato de Sédio 0
55 Fosfato de Sddio 0
58 Mes 0
6,0 Fosfato de Potassio 0
6,0 Bis-Tris 0
6,2 Mes 0
6,5 Fosfato de Sddio 0
6,5 Cacodilato de Sadio 0
6,5 Bis-Tris 0
6,5 Mes 0
6,7 Bis-Tris 0
7,0 Fosfato de Potassio 0
7,0 Hepes 0
7,0 Bis-Tris 0
7.3 Acetato de Aménio 0
7,5 Fosfato de Sédio 0
7,5 Tris 0
8,0 Imidazol 0
8,0 Hepes 0
8,0 Tris 0
8,0 Bicina 0
8,5 Tris 0
9,0 Bicina 0
9,5 Carbonato de Sédio 0
10,0 Carbonato de Sédio 0
3,0 Acido Citrico 300
4,5 Acetato de Sadio 300
5,0 Fosfato de Potassio 300
55 Bis-Tris 300
5,5 Citrato de Sédio 300
5,8 Mes 300
6,0 Bis-Tris 300
6,5 Cacodilato de Sédio 300
6,5 Fosfato de Sédio 300
7,0 Bis-Tris 300
7,0 Hepes 300
7,3 Acetato de Aménio 300
75 Tris 300
8,0 Hepes 300

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.6.4 Andlise de estabilidade térmica por espectroscopia de fluorescéncia

A desnaturagdo de BIEstl foi estudada seguindo-se a fluorescéncia intrinseca
utilizando o espectrofluorimetro 1ISS-PC1 (ISS, Inc., Champaign, IL). Nos experimentos foi
utilizado o comprimento de onda de 295 nm para excitacdo e foi monitorado os espectros de
emissdo de 300 a 450 nm em temperaturas de 20 °C a 60 °C. A enzima estava a uma
concentracdo de 0,2 mg mL™ em tampéo (30 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl). Esta técnica foi
também utilizada para aferir a T, para tanto o comprimento de onda no pico de emissdo da
enzima a 20 °C foi registrado em temperaturas entre 20 °C e 60 °C com um gradiente de
temperatura de 0,7 °C min™®. A T, foi calculada pelo ponto de transicdo da funcéo de
Boltzmann ajustada aos dados experimentais.

3.2.6.5 Dicroismo circular (CD)

As analises de CD foram realizadas em espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Inc.,
Maryland, USA) com o auxilio da Dra. Andressa Patricia Alves de Pinto do Grupo de
Biofisica Molecular “Sérgio Mascarenhas” (IFSC — USP). Para as medidas foram utilizadas
cubetas de 0,1 cm de caminho 6ptico, data pitch de 0,2 nm, velocidade de varredura de 50 nm
min™, largura de banda de 1,0 nm e tempo de resposta de 1,0 s, na regido do ultravioleta de
190 a 280 nm. BIEstl encontravam-se em tampdo fosfato (20 mM), pH 7,0 em uma
concentracéo de 0,2 mg mL™. A contribuicdo do solvente foi subtraida e a elipticidade molar
([6]=0*M/(10*I*C*n)) calculada, onde M é a massa molecular em g mol™, | é o caminho
ptico em cm, C é a concentracdo em g L™ e n é o nimero de residuos. A deconvolugdo dos
dados foi realizada pelo programa K2D3% e a predicdo do espectro da estrutura
tridimensional pelo programa PDB2CD.?> A T, foi estimada pelo monitoramento das
mudancas na elipticidade molar a 220 nm de 20 °C a 70 °C com um gradiente de 0,5 °C min™.
A T, foi calculada pelo ponto de transicdo da funcdo de Boltzmann ajustada aos dados

experimentais.
3.2.7 Efeito do NaCl na atividade e estabilidade de BIEst1

Uma vez que os resultados de thermal shift assay mostraram que BIEst1 apresenta um
aumento da T, na presenca de 300 mM de NaCl, prosseguimos com experimentos

bioquimicos e biofisicos a fim de se elucidar esse possivel aumento de estabilidade térmica.
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3.2.7.1 Ensaios de atividade enzimatica

1 A atividade enzimética foi monitorada utilizando ésteres ligados a p-nitrofenol
(Sigma-Aldrich). O p-nitrofenol liberado apos a acdo das esterases foi medido por
absorcéo a 405 nm. A atividade especifica (U/mg) foi calculada como a quantidade de
p-nitrofenol liberada por minuto (U) por mg de enzima purificada e entéo a atividade
relativa foi calculada com o objetivo de comparar diferentes condi¢cGes de reagdo. Para
analisar os efeitos do NaCl na atividade, as reacGes foram definidas por tampéo (30
mM Tris-HCI pH 7), 75 nM de emzima e concentraces de NaCl variando de 0 a5 M.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de 1 mM do substrato p-nitrofenil acetato (solugéo
estoque de 50 mM em etanol 100%) na reacao padrdo pré-aquecida na temperatura de
reacdao por 2 min. Os experimentos foram realizados nas condices padronizadas de

pH e temperatura (como descrito no item 3.2.3.1).
3.2.7.2 Anélise de estabilidade térmica por thermal shift assay

A técnica de thermal shift assay foi utilizada para se aferir a Tr, de BIEst1 bem como a
estabilidade térmica na presenca de 0 a 3 M NaCl. Para isso 0 equipamento CFX96 Real-Time
System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foi utilizado para monitorar a interacdo da sonda
Sypro Orange (Invitrogen) com a enzima por excitacdo a 490 mm e emissdo a 530 mm. Foi
utilizada enzima a uma concentracdo final de 0,38 mg mL™. A temperatura variou de 25 a 90
°C com gradiente de 1 °C min™. A analise dos resultados e calculo da T, foram realizadas no
programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA).

3.2.7.3 Andlise da estabilidade térmica por Dicroismo Circular (CD)

As andlises de CD foram realizadas em espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Inc.,
Maryland, USA). A desnaturagéo foi monitorada a 222 nm de 30 a 70 °C com um gradiente
de 0,5 °C min™, em tamp&o (30 mM Tris pH 7,0) com NaCl variando de 0,15 a 3 M. Para as
medidas foram utilizadas cubetas de 0,1 cm de caminho 6ptico, data pitch de 2 °C, largura de
banda de 1,0 nm e tempo de resposta de 16 s. BIEst1 se encontrava a uma concentracao de 0,2
mg/mL. Os valores espectrais medidos foram entdo expressos na forma de fragdo de proteina
desnaturada (fo = (Xn - Xobs) / (Xn - Xp) € fp + f, = 1, onde x corresponde ao minimo utilizado do
espectro CD (222 nm); n indica valores espectrais da forma nativa; D indica valores espectrais

da forma desnaturada; obs refere-se aos valores espectrais observados a uma dada
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temperatura). A Ty, foi calculada pelo ponto de transicdo da funcéo de Boltzmann ajustada aos
dados experimentais.

3.2.7.4 Efeitos da temperatura na atividade na presenca de NacCl

Para analisar o efeito da temperatura na atividade na presenca de NaCl, aliquotas de 75
nM de enzima foram incubadas a 40, 50 e 60 °C por 72 h. A concentra¢do de NaCl utilizada
foi aquela que conferiu maior Ty, & enzima de acordo com o experimento de thermal shift
assay. Apos a incubacdo, a atividade residual foi medida nas condi¢6es 6timas de temperatura
e pH utilizando 1,0 mM de p-nitrofenil acetato como substrato em tampéo (30 mM Tris pH 7,
3 M NacCl).

3.2.8 Estudos estruturais de BIEst1
3.2.8.1 Cristalizacéo e coleta de dados de difracdo de raios X

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados através do método de difusdo de vapor em
gota sentada. Placas de 96 reservatorios com trés pocos por reservatorio foram utilizadas, nos
quais a solucdo de proteina (10 mg mL™) foi misturada & solucdo do reservatorio em trés
diferentes proporc¢oes, 1:1, 2:1 e 1:2. Os ensaios iniciais foram realizados através do método
da matriz esparsa® utilizando as solucdes de diversos kits de cristalizagdo comerciais. Apds a
montagem do experimento, as condic¢Oes de cristalizagdo foram monitoradas periodicamente
utilizando a incubadora de cristais Rock Imager 1000 (Formulatrix) a 18 °C. A melhor
condigdo de cristalizacdo foi utilizada para produzir os complexos de BIEstl com ligantes
pelo método de difusdo de vapor em gota pendurada.

O complexo BIEstl-acido hexanoico cresceu ap6s co-cristalizacdo com 10 mM de
acido hexanoico. BIEstl-4cido butirico foi obtido apds soaking de 24 h com 10 mM p-
nitrofenil butirato. O complexo BIEst1-PMS foi obtido apds incubagdo com o irreversivel
inibidor de serina hidrolase PMSF por 24 h a 25 °C e entdo a supressdo da atividade foi
conferida com reagéo otimizada para a enzima usando o p-nitrofenil acetato como substrato.
Entdo o complexo foi submetido a cromatografia de exclusdo por tamanho em coluna HiLoad
Superdex 75 16/600 (GE Healthcare®) acoplada ao sistema Akta Purifier 10 (Amershan-
Pharmacia) equilibrada com tampdo (30 mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl). Apo6s a
cromatografia, as fracBes contendo o complexo foram concentradas até 10 mg mL™ e

submetidas a cristalizagéo.
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A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada na linha de luz MX2 situada no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas.?’” Antes da coleta, que é feita
em condicdes criogénicas, os cristais foram crioprotegidos contra congelamento com 6leo

mineral.
3.2.8.2 Resolugéo das estruturas

Os processamentos dos conjuntos de dados de difragdo de raios X foram realizados
utilizando o programa XDS,®® promovendo a indexagdo, integracdo e escalonamento. O
programa Aimless®® foi utilizado para a conversdo das intensidades em amplitudes e calculo
das estatisticas. A qualidade dos dados foi aferida com o programa phenix.Xtriage.*® A
estrutura nativa foi resolvida por substituicdo molecular usando o Phaser® e a esterase
homologa Est30 (PDB 1TQH), que possui 77% de identidade de sequéncia como modelo de
busca. Os complexos BIEst1-ligantes foram processados com 0s mesmos programas e tiveram
suas fases resolvidas por substituicdo molecular usando a estrutura nativa como modelo. A
construcdo dos modelos, refinamento e validagdo das estruturas foram realizadas pelos

d,®92 phenix.refine,”®* Coot* e Molprobity.> As figuras foram

programas Autobuil
produzidas com o auxilio do programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,

Version 1.8 Schrodinger, LLC.)
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3.3  Resultados
3.3.1 Analise de sequéncia

A carboxilesterase BIEstl (AAU42463.1) € uma proteina com 248 aminoacidos da
cepa B. licheniformis DSM 13/ATCC 14580. De cordo com o banco de dados ESTHER,
BIEst1 é classificada na familia CarbLipBact 1, que é parte do grupo Hydrolase 4 do bloco X.
A Figura 5 mostra a relacdo entre BIEstl (Hydrolase 4 — CarbLipBactl) e outras enzimas
bacterianas que tiveram suas estruturas caracterizadas até esse momento: a esterase homologa
mais proxima Est30, uma enzima CarbLipBactl de Geobacillus stearothermophilus (PDBid
1TQH),*® a monoacilglicerol lipase mais préxima bMGL, uma enzima CarbLipBact2 de
Bacillus sp. H257 (PDBid 3RM3),°" enzimas das subfamilias Atu 1826-like e
Proline_iminopeptidase, também da familia Hydrolase 4 do Bloco X; as carboxilesterases
bacterianas do Bloco C; e as lipases bacterianas do Bloco L. Apesar de ser um esterase,
BIEst1 esta claramente separada das enzimas do Bloco C devido a auséncia das assinaturas
ps00941 e ps00122. Inclusive, as enzimas do Bloco C sdo mais relacionadas com as outras
subfamilias do Bloco X do que com BIEst1, como a Proline iminopeptidase que ndo apresenta
atividade esterase e Atul826-like, cujas enzimas ainda ndo foram caracterizadas com
atividade esterase até o0 momento. O grupo das lipases bacterianas do Bloco L se encontram
em um ramo mais distante. Embora BIEst1l ndo tenha as assinaturas Carboxylesterase B, ela
estd classificada na familia abH11- Carboxylesterases, subfamilia abH11.01-Bacillus

carboxylesterase de acordo com o banco de dados Lipase Engineering Database (LED). *’
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3E16G Lactobacillus rhamnosus CarbLipBact1
| 4FBL Symbiobacterium thermophilum CarbLipBac2
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4GW3 Proteus mirabilis Bacterial lip Faml.1
— 2QUA Serratia marcescens Bacterial lip Faml.3

96 | 278X Pseud sp. Bacterial lip Faml.3
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2HIH Staphylococcus hyicus Bacterial lip Faml6
75 5AH1 Clostridium botulinum Bacterial lip Faml.5
5AHD Pelosinus fen tans Bacterial lip Faml.5
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1KUD Bacillus stearothermophilus Bacterial lip Faml.5
a5 || 2DSN Geobacillus thermoleovorans Bacterial lip Faml.5

71 L4X6U Geobacillus st th philus Bacterial lip Faml.5

—
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1572 Bacillus amyloliguefaciens subtilisin

block X — hydrolase 4

block C — carboxylesterase

block X — hydrolase 4

block L — bacterial lipase

Figura 5 — Relagdo entre BIEst1 e outras enzimas bacterianas de diferentes familias de acordo com o banco de
dados ESTHER. Os retangulos de linha continua englobam as proteinas da familia Hydrolase 4 do
Bloco X; o retangulo de linha tracejada engloba os membros da familia Carboxylesterases do Bloco
C; e o retangulo de tracejado pequeno engloba as enzimas da familia Bacterial Lipase do Bloco L. A
serina protease subtilisina de B. amyloliquefaciens foi utilizada como grupo externo. As enzimas sdo
identificadas com seus respectivos codigos de acesso do PDB. O dendrograma foi contruido por
méxima verossimilhanca pelo programa MEGA ™.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Producéo da proteina recombinante

A enzima BIEst1 foi expressa em cepa de E. coli Rosetta e purificada com sucesso a

um rendimento final de 38 mg de proteina por litro de cultura, com nivel de pureza superior a

95% de acordo com analise em gel SDS-PAGE (Figura 6A). Para se analisar a

homogeneidade da amostra, uma gel-filtracdo analitica foi feita, e através do célculo do

coeficiente de particdo (Kj,) foi possivel determinar a massa e o estado oligomérico. BIEst1l

apresenta massa molecular de 34,6 kDa, que é bem proxima a teorica calculada a partir da

sequéncia de aminoacidos (28 kDa), indicando um estado monomérico em solugéo (Figura
6B).
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Figura 6 — Homogeneidade de BIEstl. A) Analise em gel SDS-PAGE 15% da enzima purificada. M: marcador
de peso molecular marcado em kDa. B) Peso molecular de Blestl calculado por gel-filtracdo analitica.
O ajuste linear esta representado em linha tracejada (R® = 0,96).

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.3 Caracterizacdo bioquimica de BIEst1

Para determinar as condicGes de reacdo de BIEstl, a atividade enzimética foi medida
em funcao de variacdes de temperatura e pH utilizando como substrato p-nitrofenil acetato. A
enzima apresentou pouca ou nenhuma atividade em pHs acidos (pH 4,0 e pH 5,0) e um subito
aumento de atividade entre pH 5,0 e pH 6,0, tendo um pico de atividade pH 7,0 (Figura 7A).
Entre pHs 6,0 e 9,0 a enzima reteve 80% de sua atividade méxima. BIEst1 perde totalmente a
atividade em pH 10. Em funcéo da temperatura, 0 maximo de atividade foi atingido em 40°C,
apresentando um platé de atividade entre 40 e 45°C (Figura 7B). Com 55°C houve uma queda
abrupta de atividade.

O efeito da temperatura na atividade também foi aferido por incubacdo de aliquotas
das enzimas por 72h na temperatura 6tima de atividade (40°C) e a 50°C, em seguida a
atividade residual de cada aliquota foi calculada. BIEst1 apresentou um perfil estavel a 40 °C,
retendo 40% de atividade ap6s 72 h de incubacdo, porém, a 50°C ap6s 10 h de incubacédo ja
havia perdido totalmente a atividade (Figura 7C).
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Figura 7 — Efeitos da variagdo de pH e temperatura na atividade de BIEstl. A) Absorbéncia relativa do produto
de reacdo p-nitrofenol em funcdo da variacdo de pH. B) Efeito da temperatura na atividade. C)
Atividade residual ap06s incubacéo por 72 ha 40 e a 50 °C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Com o objetivo de se estudar o efeito de diferentes compostos na atividade, BIEst1 foi
incubada com solventes organicos, detergentes, ions entre outros (Tabela 3). BIEstl se
mostrou estavel em solventes organicos, mantendo 85% da atividade, 0 que é uma
caracteristica comum a carboxilesterases." Ela foi fortemente inibida por fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), o que é tipico de serina hidrolases devido a ligacdo covalente do
inibidor com a serina catalitica. O acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) levou a uma
reducdo de 50 % da atividade, sugerindo que a enzima pode requerer ions metalicos para sua

atividade, uma vez que EDTA age como agente quelante. Porém, nenhum dos ions testados
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aumentou a atividade enzimética. Pelo contrario, Zn?*, Fe** e Cu?*" causaram perda total da

atividade.

Tabela 3 - Efeito de diversos compostos na atividade de BIEst1.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.4 Especificidade

Tratamento Atividade relativa (%)
Nenhum 100,00 £ 3,10
Metanol (1%) 97,30 + 3,62
Isopropanol (1%) 89,32 £ 2,60
Butanol (1%) 104,67 + 1,44
Glicerol (1%) 88,77 + 3,38
DMSO (1%) 85,14 + 2,30
Tween 80 (1%) 71,45+0,78
Triton x100 (1%) 55,86 + 1,15
EDTA (1 mM) 49,36 + 3,07
PMSF (1 mM) 0,18 £ 0,39
DTT (1 mM) 77,16 + 9,83
Mg?* (1 mM) 81,28 + 3,49
ca®* (1 mM) 82,14 + 1,47
Zn* (1 mM) 1,17 +0,21
Mn* (1 mM) 100,55 + 4,25
Fe** (1 mM) 0,00 + 0,00
Li* (1 mM) 92,57 + 2,02
Ni?* (1 mM) 55,62 + 3,61
K* (1 mM) 90,12 + 4,59
Co®* (1 mM) 79,37 + 3,88
Cu* (1 mM) 0,00 + 0,00
Cs* (1 mM) 93,25 + 0,29

Para analisar a especificidade, a atividade enzimética foi medida utilizando diferentes

substratos com cadeia entre 2 e 12 atomos de carbono (Figura 8). As analises revelaram que

BIEst1 possui maior especificidade com substratos de cadeia curta. O maximo de atividade foi

constatado contra p-nitrofenil acetato e aproximadamente 50% de atividade foi mantida contra

p-nitrofenil butirato. De acordo com o aumento do tamanho do comprimento do substrato, a

atividade cai, atingindo 10% do maximo contra p-nitrofenil caprilato e praticamente zero

contra p-nitrofenil caprato e p-nitrofenil laurato.
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Figura 8 — Especificidade de BIEstl. A atividade foi calculada contra substratos de diferentes tamanhos de

cadeia. Reacbes foram conduzidas nas condigdes padronizadas (40 °C, pH 7) com 1 mM de
substrato.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.5 Estudos biofisicos em solucéo
3.3.5.1 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As analises de SAXS foram consistentes com a de gel filtracdo analitica tanto em
relacdo ao grau de oligomerizacdo quanto em relacdo a massa de BIEstl. As estatisticas e
dados de processamento estéo relacionados na Tabela 4. A massa molecular estimada baseada
na curva experimental de SAXS foi de 33,4 kDa, coerente com a massa calculada através de
gel filtracdo analitica que foi de 34,6 kDa. A curva de Guinier é linear na faixa de 0.001-0.004
A indicando que a proteina se encontra monodispersa com Ry de 19.72 +- 0.48 A (Figura
5A). As funcdes de distribuicdo de distancias (p(r)) sugeriram uma forma globular com
distancia maxima de (Dmax) Of 62.2 A. (Figura 9B). O envelope molecular gerado mostrou um

ajuste satisfatorio com os dados cristalograficos (yFoXS = 3.12) (Figura 9A e C).



Tabela 4 - Coleta de dados e processamento de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) de BIEst1.

Parametros de coleta de dados BIEst1
Fonte de raio X LNLS D02A-SAXS2
Comprimento de onda (A) 1.488
qrange (A1) 0.016 - 0.210
Tempo de exposi¢éo (s) 300
Faixa de concentragdo (mg/mL) 1&2
Temperatura (°C) 25
Parametros estruturais
Rg (A) (Guinier) (+ SE) 19.72 £ 0.48
Rg (A) GNOM) (= SE) 19.61 £ 0.00
Dmax (A) 62.21
Resolucéo (A) 30
Massa molecular
MWSAXS (kDa) 334
MWTeo (kDa) 28
Estado oligomérico monémero
Modelagem Ab initio
Numero de modelos 10
NSD 0.555 + 0.024
X 3.12
Fonte: cedida pelo Dr. Marco Kadowaki.
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Figura 9 - Analise de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) de BIEstl. A) Curva de ajuste entre
modelo e dados experimentais. B) Funcfes de distribuicdo de distancias (p(r)). C) Modelagem
estrutural. Envelope molecular gerado com base nos dados de SAXS esta representado em cinza,
sobreposto ao modelo cristalografico (azul).

Fonte: Cedida pelo Dr. Marco Kadowaki.

3.3.5.2 Estabilidade térmica por fluorimetria

As técnicas de fluorimetria de escaneamento diferencial (termal shift assay) e

fluorescéncia foram utilizadas para aferir a estabilidade térmica da enzima e obter suas

temperaturas de melting (Tn). Além disso, a primeira técnica € capaz de aferir a estabilidade
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em diferentes sais e pHSs, trazendo informacdes sobre o melhor tampéo de estocagem, bem
como para medir atividade e realizar ensaios de cristalizacdo. Por esta técnica, a T, de BIEst1
em agua foi 47 (Tabela 5). No geral, pHs abaixo de 6,5 resultaram em uma diminuicao da Tp,.
Ao adicionarmos 300 mM de NaCl (pogos D1 a D12), BIEst1 teve sua estabilidade aumentada

para todas as condigdes testadas em relacdo as mesmas sem NacCl.
Tabela 5 — Estabilidade térmica de BIEst1 aferida por thermal shift assay.

« NaCl Temperatura de

pH Tampdo (50 mM) (mM) Melting

- Agua 0 47
40 Citrato de sodio 0 30
10,0 Carbonato de sodio 0 32
9,5 Carbonato de sodio 0 37
50 Acetato de sodio 0 38
47 Citrato de sodio 0 42
58 Mes 0 42
5,0 Fosfato de potassio 0 44
6,0 Bis-Tris 0 44
6,2 Mes 0 44
6,5 Mes 0 46
9,0 Bicina 0 46
55 Fosfato de sodio 0 47
6,0 Fosfato de potassio 0 47
6,7 Bis-Tris 0 47
7,0 Bis-Tris 0 47
8,0 Imidazol 0 47
55 Citrato de sodio 0 48
6,5 Bis-Tris 0 48
7,0 Hepes 0 48
5,0 Fosfato de potassio 300 48
6,5 Cacodilato de sédio 0 49
75 Fosfato de sodio 0 49
8,0 Hepes 0 49
8,0 Tris 0 49
8,0 Bicina 0 49
8,5 Tris 0 49
5,8 Més 300 49
6,0 Bis-Tris 300 49
6,5 Fosfato de sodio 0 50
7,0 Fosfato de potassio 0 50
7,3 Acetato de amobnio 0 50
75 Tris 0 50
55 Citrato de sodio 300 51
55 Bis-Tris 300 52
6,5 Cacodilato de sédio 300 52
7,0 Bis-Tris 300 52
8,0 Hepes 300 52
6,5 Fosfato de s6dio 300 53
7,0 Hepes 300 53
7.3 Acetato de ambnio 300 53
75 Tris 300 53

Fonte: Elaborada pela autora.
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A estabilidade térmica também foi estudada por fluorescéncia intrinseca. BIEstl1
possui quatro triptofanos dos quais aproximadamente metade encontram-se enterrados e
metade na superficie proteica. A enzima ndo apresentou diferenca relevante entre os espectros
de emissdo entre 20 e 50°C, indicando que ndo houve profundas alteracBes na estrutura
terciaria entre essas temperaturas (Figura 10A). Porém, o espectro a 60°C apresentou um
deslocamento na emissdo maxima para o azul, de 344 nm (Amax em 20°C) para 338 nm. Este
deslocamento foi acompanhado por um aumento na intensidade de fluorescéncia. Esses dois
fatores indicam uma mudanca relevante na estrutura tercidria da enzima, e sdo comuns
durante a agregacdo.” Estes resultados sugerem que o ambiente em torno dos triptofanos esté
mais apolar em funcdo da agregacdo, de modo que os residuos estejam enterrados nos
agregados proteicos.

Com a finalidade de estabelecer uma T, por esta técnica, a fluorescéncia de 20 a 60°C
foi monitorada utilizando o comprimento de onda do pico de emisséo a 20°C (Figura 10B).
Percebe-se que a intensidade de fluorescéncia cai de 20°C até aproximadamente 45°C,
indicando uma exposicdo gradual dos triptofanos ao solvente polar. A partir dos 45°C inicia-
se 0 processo de perda da estrutura terciaria e agregacao resultando em uma curva sigmoidal
que se ajusta em uma equagdo de boltzmann (R% = 0,98), assumindo a existéncia de dois
estados: ndo desnaturado em solugédo e desnaturado em agregados. A partir dessa curva foi
possivel o calculo do T, que foi de 51°C, concordando com os resultados obtidos por

fluorimetria de escaneamento diferencial.
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Figura 10 — Estabilidade térmica por espectroscopia de fluorescéncia. A) Espectros de emisséo de 20 a 60 °C. B)
Monitoramento da intensidade de fluorescéncia.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.5.3 Dicroismo circular (CD)

A espectroscopia dicroica, ou dicroismo circular (CD) foi utilizada para se estudar a
estrutura secundaria de BIEstl. A Figura 11 mostra o espectro CD experimental na regido do
UV-distante (240-180 nm) em fungdo da elipticidade molar residual ([0]mmw) entre 200 e 260
nm. A presenga de uma intensa banda negativa com dois picos minimos, um em 208 e outro
em 222 nm, e uma banda positiva abaixo de 200 nm indica uma proteina composta
majoritariamente por a-hélices. No entanto, a banda negativa ndo é bem definida, contendo
apenas o minimo de 222 nm definido, o que acontece devido a contribuicao das fitas . Isso ¢
consistente com o espectro de proteinas com enovelamento o/B-hidrolase, e concorda com 0s
dados cristalograficos. Adicionalmente, um espectro predito a partir das coordenadas
atdmicas experimentais foi calculado com o programa PDB2CD,% que foi satisfatoriamente
ajustado ao espectro experimental. Como para deconvolucéo é necesséaria a regido abaixo de

200 nm e esta ndo foi possivel medir devido a limitagdes experimentais, causando amplo
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ruido nessa regido, o espectro predito foi utilizado para o célculo de composicéo de estrutura
secundaria. Pelo método K2D3, BlEst] apresenta 85,1% de a-hélices e 1,5 % de fitas p.

= [0],., experimental
< 0] PDB2CD

Q

104 o=

0,5 ]
0,0
e |
0,5 cu
] Ca ci%a
(o]
107 %ﬂ@n : -;Ql&’

-1,5

[0], (deg cm? dmol™) normalizado

T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 11 — Espectro de dicroismo circular (CD) de BIEstl em funcéo da elipticidade molar residual ([6]mw). O
espectro experimental esta representado por quadrados e o espectro predito a partir da estrutura
cristalogréfica pelo PDB2CD  esté representado por circulos.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.6 Atividade e estabilidade térmica de BIEst1 em altas concentracdes de sal

Como apresentado no item 3.3.5.2, um experimento de thermo shift assay foi realizado
para aferir a estabilidade térmica da enzima e obter sua T, em diferentes condi¢cdes. Com a
adicdo de 300 mM de NaCl em algumas das condigdes testadas a enzima BIEstl teve sua
estabilidade aumentada para todas as condi¢cGes em relacdo as mesmas sem NaCl. Dessa
forma novos experimentos bioquimicos e biofisicos foram necessarios a fim de se elucidar
esse possivel aumento de estabilidade térmica.

Em relacdo aos efeitos na atividade enzimatica, a liberacdo de p-nitrofenol foi
monitorada utilizando p-nitrofenil acetato como substrato e concentragdes de NaCl variando
de 0 a5 M. A Figura 12 mostra que a enzima mantém praticamente 100 % de atividade de 0 a
2 M NaCl e retém mais de 75 % de atividade em 5 M NaCl.

Em relacdo a estabilidade térmica de BIEst1 na presenca de sal, o efeito da temperatura
foi avaliado tanto em relacdo a atividade, quanto em relacdo ao enovelamento. Para avaliar o
enovelamento, duas técnicas foram utilizadas. A técnica de thermo shift assay foi utilizada
para se aferir a Tr, de BIEst1 na presenca de 0 a 3 M NaCl. Além disso, a técnica de dicroismo
circular (CD) tambem foi utilizada para monitorar a desnaturacdo de 0,15 a 3 M NaCl. Os

resultados de themo shift assay indicaram um aumento progressivo de 17 °C na T, variando
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de 47 para 64 °C de 0 a 3 M NaCl (Figura 13A). Uma melhora similar na estabilidade térmica
foi observada por CD, com um aumento de 13 °C na T, variando de 50 °C com 0,15 M NaCl
para 63 °C com 3 M NaCl (Figura 13B).

Para analisar o efeito da temperatura na atividade na presenca de NaCl, aliquotas de
enzima foram incubadas a 40, 50 e 60 °C por 72 h. A concentracdo de NaCl utilizada foi 3 M,
que é a que conferiu maior Ty, & enzima de acordo com os experimentos de thermo shift assay
e CD. Apos a incubacdo, a atividade residual foi medida e os resultados estdo representados
na Figura 14. Na temperatura otimizada para as condi¢des experimentais testadas (40 °C), a
enzima se apresentou altamente estavel, retendo totalmente sua atividade depois de 56 h de
incubagdo e mantendo 94% da atividade ap6s 72 h. A 50 °C, a enzima manteve 55% de sua
atividade apos 72 h, porém, a 60 °C uma completa perda de atividade foi observada antes das

8 h de incubacéo.

120

100-.

80-

60:

o]

20-

o o B N
-1 0 1 2 3 4 5 6

NaCl (M)

Atividade Relativa (%)

Figura 12 — Atividade da carboxilesterase BIEst1 na presenca de concentracdes de NaCl de 0 a 5 M.
Fonte: Elaborada pela autora.
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monitorada por dicroismo circular (CD) a 222 nm de 30 a 70 °C. Valores espectrais estdo expressos
na forma de fracdo de proteina desnaturada (fp).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14 — Efeito do NaCl na estabilidade térmica e atividade de BIEst1. As curvas representam os valores de
atividade residual relativa ap6s incubagéo de até 72 h a 40, 50 e 60 °C na presenca de 3 M NaCl.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.7 Estruturas cristalograficas de BIEst1 e analise estrutural

3.3.7.1 Cristalizacao, coleta e processamento dos dados

BIEstl foi submetida a triagens por condi¢bes de cristalizacdo utilizando diferentes

conjuntos de solugdes comerciais. Cristais nativos de BIEst1 cresceram na condigdo composta
por 0,2 M de acetato de sodio, 0,1 M de Bis-Tris propano pH 8,5 e 20% (m/v) de
polietilenoglicol (PEG) 3350 do conjunto PACT Suite (Molecular Dimensions, USA) ap06s
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trés dias (Figura 15A). A mesma condicdo foi utilizada para produzir os cristais dos
complexos BIEstl-4cido henaxdico (Figura 15B) e BIEst1-PMS (Figura 15C). Para o
complexo BIEst1-4cido butirico, com cristais nativos (Figura 15A) foi feito soaking por 24 h
em 10 mM p-nitrofenil butirato. Os cristais foram submetidos a linha de luz de raios X MXII

" usando uma

situada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas,®
radiacdo de comprimento de onda de 1.459 A. Dados de difracio foram coletados 1,7 A de

resolucdo para o cristal nativo e 2,2, 2,6 e 2,0 A para os complexos com acido butirico, acido

hexandico e PMS, respectivamente (Tabela 6).

Figura 15 — Cristais de obtidos de BIEst1 na forma nativa e em complexo com ligantes. A) Cristais de BIEst1
nativo. B) Cristais de BIEst1 co-cristalizados com &cido hexandico. C) Cristais de BIEstl em
complexo com PMSF.

Fonte: Elaborada pela autora.

O conjunto de dados nativo foi integrado no grupo espacial P4,2,2, com parametro de
célula unitaria a = b = 58.27 A, ¢ = 167.73 A, resultando em 32911 reflexdes Gnicas com
completeza de 99,92%. O célculo do coeficiente de Matthews (2.32 A® Da™) indicou uma
molécula da unidade assimétrica, com 46% de solvente.®® Uma busca baseada na sequéncia de
aminoécidos por enzimas homélogas foi feita contra 0 PDB pelo BLAST,® revelando 77%
de similaridade de sequéncia com a esterase Est30 de G. stearothermophilus (PDB entry
1TQH),”® que foi utilizada como modelo para resolucdo da estrutura de BIEstl por
substituicdo molecular, resultando em um modelo final com Ryork/Rsree de 0,17/0,21.

Os conjuntos dos complexos BIEstl-ligantes foram resolvidos por substituicdo
molecular utilizando as coordenadas atdmicas de BIEstl nativo como modelo. Os dados de
processamento e estatisticas estdo representados na Tabela 6. Todos os conjuntos de dados
foram integrados no grupo espacial P4;2;2 com uma molécula na unidade assimétrica de
acordo com o coeficiente de Matthews (2.32 A® Da™). O processo de refinamento resultou em
modelos finais com parametros estereoquimicos aceitaveis € Ruork/Riree iguais a 0,26/0,29,
0,24/0,29 e 0,21/0,24 para os complexos BIEstl-acido butirico, BIEstl-acido hexandico e
BIEst1-PMS, respectivamente.



Tabela 6 -

entre parénteses.

InformagBes e estatisticas da coleta de dados, processamento e refinamento da estrutura
tridimensional da carboxilesterase BIEst1 de B. licheniformis em sua forma nativa e em complexo
com &cido butirico, acido hexandico e PMS. Valores da faixa mais alta de resolucdo sdo mostrados

Coleta de dados e BIESt nativo BIEst%-.audo BIEstl—'flledo BIEStL-PMS
processamento butirico hexandico
Fonte de difracdo MX2 (LNLS, MX2 (LNLS, MX2 (LNLS, MX2 (LNLS,
Brasil) Brasil) Brasil) Brasil)
Comprimento de onda (A) 1,459 1,459 1,459 1,459
Detector Pl LATUS®2M Pl LATUS®2M Pl LATUS®2M Pl LATUS®2M
(Dectris™) (Dectris™) (Dectris™) (Dectris™)
Distancia cristal-detector 100 120 200 120
(mm)
Angulo de rotacdo por 1 1 05 0.2
imagem (°)
,(Ao;nplltude total de rotagdo 360 360 360 360
Grupo espacial P4,2,2 P4,2,2 P4,2,2 P4, 2,2
ab.c(A) 58,27, 58,27, 55,96 55,96 55,52 55,52 55,51 55,51
167,73 170,67 169,35 170,39
a, B, v (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Mosaicidade (°) 0,21 0 0,34
Resolugdo (A) 41,21-1,7 46,8 -2,2 39,58 - 2,6 33,79-2,0
No. total de reflexdes 807936 (41250) 29097 (2810) 212856 (31114) ?352558647)
No. de reflexdes Unicas 32911 (1714) 14549 (1398) 8826 (1242) 18853 (1348)
Multiplicidade 31,4 (4,4) 2,0 (2,0) 24 (25) 24 (24)
Completeza (%) 99,92 (99,72) 99,79 (99,50) 99,69 (99,76) 99,32 (98,59)
{ 1/o(1)) 33,11 (5,06) 5,52 (1,81) 4,72 (1,67) 34,99 (8,52)
Rpi.m. 0,02 (0,26) 0,05 (0,24) 0,12 (0,48) 0,02 (0,12)
CCyp 1 (0,98) 1(0,92) 0,97 (0,96) 1(0,99)
Wilson B factor (A% 16,18 29,98 34,09 32,25
Refinamento
Rwork 0,17 0,26 0,24 0,21
Réree 0,22 0,29 0,29 0,24
RMSD
Ligagdes (A) 0,006 0,003 0,003 0,005
Angulos (°) 1,05 0,86 0,86 0,94
Ramachandran plot
Favoraveis (%) 98,37 98,33 96,67 98,33
Permitidos (%) 1,63 1,67 3,33 1,67
Outliers (%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Average B-factor 19,47 37,74 31,96 41,88
Macromolécula 17,25 37,73 32,06 41,64
Ligante 38,98 39,97 34,48 40,07
Solvente 29,63 37,74 25,86 46,33

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.7.2 Modelo tridimensional da estrutura nativa de BIEstl

O modelo final refinado de BIEst1l apresenta uma cadeia polipeptidica continua com
248 residuos, de Metl a Trp248. A cadeia lateral dos residuos Met33 e Argl74 foram
modelados em duas conformacGes diferentes. Ha 98,37% dos residuos dentro da regido
favoravel do diagrama de Ramachandran, sem a presenca de outliers. Densidade eletronica
interpretavel de duas moléculas de Bis-Tris propano sdo observadas na camada de solvatacg&o.

BIEst! apresenta um enovelamento tipo o/f hidrolase ** para o dominio catalitico e um
dominio adicional formado por trés a-hélices (Figura 16A). A triade catalitica Ser93, Asp192
e His222 esta localizada entre os dominios. O dominio catalitico ¢ composto por sete fitas f3,
Bl (Phe9- Phell), P2 (Alal7-Leu2l), B3 (Thrd4-Alad7), B4 (GIn86-Leu92), p5 (Ilelll-
Metl14), B6 (Thrl84-Alal89) e B7 (Lys212-Tyr217), formando uma folha B central
circundado por seis a hélices al (Thr28-Glu40), a3 (Pro65-Glu82), a4 (Leu94-Tyr104), a7
(Leul63-Met179), 08 (Thr197-Glu206), a9 (Ile224-Leu226) e al0 (Arg230-Thr243) (Figura
16B). A primeira fita (B1) ¢ antiparalela as outras. O segundo dominio é formado pelas
hélices 02 (Pro57-Ser62), a5 (Glu123-Glul41) e a6 (Alal45-Lys156).

A arquitetura do enovelamento tipico o/f hidrolase ¢ composta por uma folha
formada por oito fitas f, sendo a segunda fita antiparalela as outras, rodeada por o hélices .
Essa conformacdo pode variar em nimero de fitas e dominios.>?® A estrutura de BIEstl
apresenta diferencas dessa arquitetura tipica: como outras carboxilesterases,?** BIEstl ndo
possui a primeira fita e, por isso, a folha f comega com a fita antiparalela em seu N terminal
(Figura 16). Além disso, difere em ntimero de dominios, possuindo o segundo dominio de a
hélices. Porém, a localizagdo de a5 e a6 ¢ conservada entre proteinas com enovelamento o/f3
hidrolase, localizadas apos B5 (B6 na estrutura candnica — Figura 2).As trés hélices acima do
dominio o/P hidrolase participam da formagdo de um canal exposto ao solvente (Figura 17),
no qual esta localizada o bolso de ligacdo ao substrato que abriga os residuos da triade
catalitica composta por um nucleofilo (Ser93), um residuo &cido (Asp192) e uma histidina
(His222).
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Figura 16 - Estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEstl de B. licheniformis. A) Estrutura da BIEstl. A

triade catalitica estd representada em azul. B) Representacdo da estrutura secundaria de BIEstl
utilizando o PDBsum.'®*

O motivo Gly-X-Ser-X-Gly tipico de carboxilesterases esta destacado em
azul. A triade catalitica esta assinalada com um asterisco azul.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 17 — Moléculas de agua cristalograficas presentes no bolso de ligacdo ao substrato exposto ao solvente da

estrutura nativa de BIEstl de B. licheniformis. A serina catalitiva Ser93 esta representada na forma
de bastéo azul.
Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.7.3 Sitio ativo e oxyanion hole

A triade catalitica é formada por um residuo nucleofilico (Ser93), um residuo acido
(Aspl192) e uma histidina (His222) (Figura 18A). Estes trés residuos e sua localizacdo é
conservada entre as o/p-hidrolase.”> A His222 é localizada no loop apés a ultima fita B (B7).
Em todas as carboxil-ester hidrolases, o residuo nucleodfilo é uma serina (Ser93), situada
depois de p4 (B5 na estrutura candnica — Figura 2) no pequeno e curvado loop chamado de
nucleophile elbow, caracterizado pelo motivo Gly-x;-Ser-x,-Gly (Figura 18B). Proxima a fita
B6 (B7 na estrutura candnica) esté localizado o residuo acido, Asp192.

Ja o oxyanion hole é formado por dois residuos, o primeiro ¢ o residuo x, do
nucleophile elbow e segundo esta localizado em um loop ap6s 2 (B3 na forma o/B hidrolase
candnica) e é chamado de oxyanion loop (Figura 18C e 18D). O grupo amina desses residuos
atuam na estabilizacdo do intermediario tetraédrico durante a catdlise por pontes de
hidrogénio. O oxyanion hole de BIEstl é composto por Leu94 (residuo x, do nucleophile
elbow) e Phe24 (apés um residuo Gly no oxyanion loop). Esta glicina é conservada entre
lipases BIEst2 e essa configuracdo (Figura 18D) classifica BIEstl na familia GX (Gly23 —

Phe24) no banco de dados Lipase Engineering Database. *’

A catalyticTriad OxyanionHole C

N\
Nucleophile Elbow (GXxSxG) Oxyanion Loop (GX class oxyanion hole)

Figura 18 - Centro catalitico de BIEst1. A) Triade catalitica Ser93, Asp192 e His222. B) Nucleophile elbow
composto pela assinatura de sequéncia Sm-x1-S-x2-Sm, (Sm = residuo pequeno, x = qualquer
residuo e S = serina catalitica). C) Oxyanion hole formado por Phe24 e Leu94. D) Oxyanion Loop
evidenciando a composicéo da classe GX de acordo com o banco de dados Lipase Engineering
Database *'.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.7.4 Modelos tridimensionais dos complexos de BIEst1

BIEstl é uma enzima que tem especificidade para substratos de cadeia curta, como
apresentado no item 3.3.4. Por isso, &cidos graxos de cadeia curta foram utilizados em
protocolos de soaking e co-cristalizacdo com a intencao de se elucidar os aspectos estruturais
envolvidos na especificidade da enzima. No entanto, ndo foi possivel conseguir um modelo
com acetato, com o qual a enzima apresenta maior especificidade, e apenas conjuntos com
acido butirico e acido hexanoico geraram bons dados de difracdo de raios X, com densidade
eletronica interpretavel no sitio ativo. Além disso, para entender as relagdes estabelecidas no
sitio ativo, complexos com o inibidor irreversivel de serina hidrolase, PMSF, foram
estabelecidos.

As estruturas refinadas possuem uma cadeia polipeptidica continua de 241 residuos, da
Pro6 até Tpr246. Os primeiros cinco residuos N-terminal e os dois Gltimos C-terminal ndo
foram construidos devido a falta de densidade eletrénica. Os ligantes &cido butirico (Figura
19A) e o PMS (Figura 19E) parecem estar covalentemente ligados na serina catalitica
enquanto o 4cido hexandico mantém uma distancia de 2,5 A (Figura 19C). Ao analisar as

interacBes entre ligantes e os residuos circundantes pelo LigProt,'%

podemos ver que 0
complexo com &cido butirico encontra-se na forma acil-enzima, com o BUA ligado
covalentemente a Ser93 enquanto os residuos do oxyanion hole permanecem ao redor apenas
com contatos hidrofébicos (Figura 19B). Ja os complexos com é&cido hexandico e PMS
parecem configurar a forma de intermediério tetraédrico. Em BIEst1-acido hexandico (Figura
19D), 6NA esta estabilizado por uma ligacdo de hidrogénio com a amina do residuo oxyanion
Phe24; e em BIEst1-PMS, apesar de PMS estar aparentemente ligado covalentemente a Ser93,
ele permanece estabilizado por ligacbes de hidrogénio com os grupos amina dos residuos

oxyanion Phe24 e Leu94.
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Figura 19 — BIEst1 em complexo com ligantes e suas intera¢fes. A, C e E) Mapa de densidade eletrénica 2Fo—Fc
(20) correspondente aos ligantes acido butirico (A), acido hexandico (B) e PMS (C). Os ligantes, a

serina catalitica (Ser93) e o residuo do oxyanion hole Phe24 estdo representados em azul. B, D e F)

Mapa de interacGes entre BIEst1 e os ligantes gerado pelo LigProt.
Fonte: Elaborada pela autora
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3.4  Discussao
3.4.1 Comparacdo entre estrutura e atividade de BIEstl com enzimas homologas

BIEstl compartilha algumas caracteristicas com a enzima homologa mais proxima, a
esterase de G. stearothermophilus Est30.% Estas enzimas s&o similares tanto em sequéncia,
apresentando 77% de identidade, quanto em estrutura com um RMSD de 0,414 para 217
atomos Ca. Est30 também possui o segundo dominio, o qual foi chamado de cap. Um cap ou
lid é um dominio anfifilico tipico de lipases, que quando em conformacéo fechada, protege
seus residuos hidrofobicos fechando-se sobre o bolso de ligacdo ao substrato, também
hidrofébico, do dominio catalitico.*'%® A conformacéo aberta requer uma interface entre o
solvente e um substrato insolUvel para ocorrer a ativacdo da enzima, estabilizando a parte
hidrofébica do cap com o substrato. Esse mecanismo é chamado de ativacéo interfacial “° e a
presenca de um dominio cap pode auxiliar para que ele ocorra. Embora BIEst1 apresente um
segundo dominio além do catalitico, a enzima é ativa em substratos solUveis e ndo apresenta o
mecanismo de ativacéo interfacial. Além disso, a anélise da fenda catalitica na estrutura nativa
mostra que ela é preenchida por solvente e ao compararmos com as estruturas dos complexos,
ndo ha nenhuma alteracdo conformacional do dominio adicional. Sendo assim, o segundo
dominio de BIEstl, apesar de se posicionar de maneira conservada quando comparada as
enzimas com lid (ap6s p6 de acordo com a numeragdo candnica), optamos por ndo 0 chamar
de lid por ele ndo configurar conformacdes aberta e fechada a BIEst1.

Apesar de ambas serem ativas em substratos de cadeia curta, BIEstl e Est30*
apresentam consideraveis diferencas em sua atividade e especificidade com o substrato. Est30
forma dimeros em solugdo enquanto BIEstl € um mondmero. BIEstl apresenta atividade
maxima contra o substrato p-nitrofenil acetato (C2) (Figura 8) ao passo que Est30 apresenta
maior atividade contra p-nitrofenil caproato (C6). As enzimas também diferem quanto as
condicBes Otimas de atividade: Est30 é mais ativa em pH alcalino (pH 9,0) e altas
temperaturas (70 °C), enquanto BIEstl possui maior atividade em temperaturas mesofilicas
(45°C) e pH neutro (pH 7,0) (Figura 7). Atividade proximo ao neutro é comum em esterases
enquanto que lipases frequentemente apresentam atividade em pHs basicos.**

A maior atividade apresentada por BIEst1 por substratos de cadeia curta a caracteriza
como uma tipica esterase.’'® As lipases, por geralmente apresentarem mecanismo de
ativacdo interfacial, requerem uma interface entre o substrato e meio aquoso para a ativacao

ocorrer.” Uma vez que 4cidos graxos com cadeia longa sdo tipicamente insol(veis em &gua, o
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tamanho do substrato, bem como sua solubilidade s&o os fatores determinantes da
especificidade.'! Dessa maneira, lipases apresentam tendéncia a hidrolisar substratos de
cadeia longa enquanto que esterases sd0 mais ativas para substratos curtos.” Isso explica a
classificacdo de BIEstl no grupo abH11.01 de carboxilesterases de Bacillus no banco de
dados LED, e ndo no grupo de lipases (abH18), porém a classificacdo na classe GX discorda
da especificidade, uma vez que enzimas com oxyanion hole GX geralmente hidrolisam
substratos de cadeia média a longa.®’

Para entender as caracteristicas estruturais envolvidas nessa diferenca de atividade,
alinhamos a estrutura tridimensional de BIEstl com a lipase homologa mais préxima, a
monoacilglicerol lipase bMGL de Bacillus sp. H257 (PDB 3RM3).”” Estas enzimas
compartilham 30% de identidade de sequéncia e suas estruturas apresentam um RMSD de
0,903A para 174 atomos Co. Em contraste com BIEstl, bMGL é especifica para 1-
monolauroilglicerol (cadeia com 16 atomos de carbono), um substrato de cadeia longa e
insolGvel.™® O alinhamento de suas estruturas mostrou que compartilham um dominio
catalitico o/p hidrolase e a triade catalitica conservada para carboxilesterases, Ser-His-Asp
(Figura 20A). O segundo dominio que consiste em 3 a-hélices de BIEst1 esta representado em
azul na Figura 20A, e contribui para a formacdo de um canal exposto ao solvente que
acomoda o substrato (Figura 20B). Por outro lado, o segundo dominio de bMGL é constituido
por um longo loop, representado em vermelho na Figura 20A, formando um tipico lid de
lipases *®, o que transforma o canal aberto e exposto ao solvente de BIEstl em um tinel
(Figura 20C). Comparacdes da superficie eletrostatica (Figura 20D) mostraram diferencas na
distribuicdo de residuos hidrofobicos e hidrofilicos, o que determina a seletividade dos
substratos. Aparentemente, o canal de ligacdo ao substrato de BIEst1, apresenta uma grande
regido hidrofilica e apenas uma pequena regido hidrofébica na regido do residuo catalitico
Ser93 (Figura 20D esquerda). Este sitio ativo acomoda substratos curtos, tornando
energeticamente desfavoravel a ligacdo de longos substratos. O contrario é visto para bMGL
cujo tunel formado pelo loop é hidrofébico, o que acomoda facilmente longos substratos
(Figura 20D direita). Assim, as diferengas na forma, arquitetura e hidrofobicidade do sitio de
ligacdo ao substrato determina a especificidade de lipases e esterases contra substratos com

diferentes comprimentos de cadeia.
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Figura 20 — Comparagdo entre a estrutura da carboxilesterase BIEst1 de B. licheniformis com a lipase homdloga
mais préxima a BIEst1, a monoacilglicerol lipase bMGL de Bacillus sp. H257 (PDB 3RM3). A)
Alinhamento das estruturas. O dominio catalitico o/p hidrolase, comum entre as duas estruturas, esta
representado em marrom claro, o cap da bMGL em vermelho e o dominio adicional da BIEst1 em
azul. A triade superponivel estad em detalhe. B) Superficie da BIEst1. C) Superficie da bMGL. Nos
perfis de superficie a serina catalitica foi configurada em verde e a escala de cor foi adotada de verde
para branco de acordo com a profundidade. D) Superficie com potencial eletrostatico de BIEst1
(esquerda) e bMGL (direita). A escala de cor abrange os valores de -80 kT/e (vermelho) a 80 kT/e
(azul).

Fonte: Elaborada pela autora em colaboragdo com Dr. André Godoy.
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3.4.2 Halotolerancia de BIEst1

Diante desses resultados, BIEstl pode ser considerada uma enzima halotolerante.
Apesar de B. licheniformis ndo ser um organismo halofilico, ha alguma cepas de Bacillus ® e

enzimas®®

que apresentam um grau de halotolerancia consideravel. BIEst1 reteve 75 % de
sua atividade em uma ampla faixa de concentracfes de NaCl. Isso pode ser atrativo do ponto
de vista industrial uma vez que pode catalisar de maneira eficiente desde solugdes sem sal até
condi¢des com alta concentracdo (5 M NaCl). Alem disso, a presenca de NaCl resultou em
um aumento progressivo da estabilidade térmica. Além do aumento de 17 °C na T, com 3 M
NaCl (Figura 13A), nessa concentracdo a enzima mantém uma atividade residual de 94% e
56% apds 72h de incubacdo na temperatura 6tima (40°C) e a 50 °C, respectivamente (Figura
14). Esses valores sdo muito superiores quando comparados com os resultados apresentados
no item 3.3.3, nos quais as reacdes foram feitas com apenas 0,15 M NaCl e apds 72 h de
incubacéo a 40 °C a enzima reteve 40 % da atividade e a 50 °C houve perda total de atividade
antes das 8 h de incubacdo (Figura 7C). Esses resultados mostram o potencial de BIEstl em
catalisar em condicdes extremas, aferindo uma caracteristica biotecnologicamente relevante
pra enzima.

Os fatores responsaveis pela halotolerancia de BIEstl podem ser estruturais. Quando
a superficie eletrostatica de enzimas adaptadas a altas concentracdes de sal foi comparada
com a de homodlogos ndo-halofilicos, as regides constituidas por cadeias laterais com
oxigénios negativamente carregados foi maior para as enzimas halofilicas do que para as nao
halofilicas.”® Da mesma forma, a superficie formada por cadeias laterais com nitrogénios
positivamente carregadas foi menor e halofilicos do que em ndo-halofilicos. De fato, BIEst1
possui uma porcentagem maior de residuos &acidos (15,3%) quando comparado com 0s
basicos (11,3%), composicao que é comparavel com outras esterases halotolerantes.'%” BIEst1
possui uma razdao (Asp + Glu)/(Arg + Lys) de 1,35, que € maior do que tipicamente
encontrada em proteinas globulares, que possuem em média 11,8% de Asp + Glu e 10,7% de

Arg + Lys, resultando em uma razdo de 1,1.*®

Analises da superficie eletrostatica da
estrutura cristalografica de BIEstl mostrou que 100% desses residuos acidos estdo localizados
na superficie, gerando agrupamentos de residuos Asp e Glu e criando um potencial
eletrostatico global negativo (Figura 21). Isso pode favorecer a formacdo de uma camada de
solvatacdo, que age como protecdo para enzimas halotolerantes e halofilicas contra condicGes

71

de dessecacdo,’” além de evitar o desenovelamento e agregacdo através do aumento da

estabilidade. A teoria mais comum de adaptagdo halofilica € o modelo de solvatagéo-
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estabilizac&0,%® que é descrito pela interacdo de fons hidratados com a superficie 4cida da
proteina, resultando em estabilizacdo do enovelamento em condigdes extremas. Esse mesmo

mecanismo pode ser aplicado pela enzima halotolerante BIEst1.

Figura 21 — Superficie eletrostatica da estrutura cristalogréfica de BIEst1. Potencial eletrostético foi calculado
pelo APBS no PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC.).
A escala de cor foi definida de -1 kKT/e (vermelho) to 1 kT/e (azul).

Fonte: Elaborada pela autora
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35 Conclusodes

A esterase de B. licheniformis BIEst1l apresentou algumas caracteristicas de interesse
biotecnoldgico, como a estabilidade em solventes organicos e sua estabilidade térmica na
temperatura ideal para as condi¢des testadas (40 °C), retendo 40% de atividade ap6s 72 h de
incubagdo. Além disso, ela é considerada uma enzima halotolerante, apresentando atividade
em uma ampla variacdo de concentracdes de NaCl, de 0 a 5 M. A adicdo de sal apresentou
caracteristicas relevantes também em relacdo a estabilidade térmica, acarretando aumento
progressivo na Tp, somando 17 °C com 3 M NaCl. Essa melhora na estabilidade térmica
também foi observada na atividade, uma vez que a enzima manteve quase 100% de atividade
residual apds 72 h de incubacdo a 40 °C. Com a analise da estrutura cristalografica nativa,
pudemos concluir que a halotolerancia de BIEstl possui explica¢do estrutural, uma vez que
100% dos residuos acidos estdo localizados na superficie, criando um potencial eletrostético
global negativo que, quando interage com ions hidratados, protege do desenovelamento e
agregacao, aumentando a estabilidade. Essa e uma adaptacdo halofilica chamada de
solvatacdo-estabilizacdo para condicGes extremas. Esse mesmo mecanismo pode ser
apresentado por BIEstl e esta habilidade agrega importante potencial biotecnolégico a

enzima.
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4 CAPITULO 2 - Carboxilesterase BIEst2
4.1  Introducédo

Embora lipases e esterases ndo compartilhnem similaridade de sequéncia devido a alta
diversidade, esses dois grupos de enzimas compdem a maior classe de proteina com
enovelamento o/B-hidrolase e sdo majoritariamente expressas com estruturas de dominio

Gnico, que divergem no nimero de inserces.”>

No entanto, muitas proteinas procarioticas
e eucaridticas sdo produzidas com extensdes adicionais, na forma de pro-peptideos e pré-pro-
peptl'deos.log’ ‘ Essas formas sdo percursores inativos € necessitam passar por processos pos-
traducionais para se tornarem peptideos maduros e ativos.

A forma pré-peptideo possui a presenca do peptideo sinal, localizado no N-terminal.
Peptideos sinais sdo encontrados em proteinas secretadas e transmembrana, bem como em
proteinas localizadas dentro de organelas em células eucarioticas. A via de secrecdo direciona
a proteina através da membrana plasmatica ou da membrana do reticulo endoplasmaético.
Durante ou depois do transporte pela membrana, o peptideo sinal é clivado por uma
peptidase.**°

Os peptideos adicionais que formam os pro-peptideos podem estar localizados tanto na
regido N-terminal, entre o peptideos sinal e o dominio da forma ativa e madura, ou no C-
terminal.**! Esses peptideos acessorios podem ser grupados em duas classificaces como
chaperonas intramoleculares: classe | de pro-peptideos, que sdo produzidos com extensdes no
N-terminal e sdo diretamente envolvidos no enovelamento, principalmente da estrutura
terciaria; e a classe Il de pro-peptideos, localizados no C-terminal, e sdo relacionados a
funcBes como transporte, localizacdo e podem auxiliar na montagem da estrutura quaternaria.
109112 Essas extensdes foram primeiramente descritas em proteases, porém foram
posteriormente descobertas para algumas lipases.*

Neste capitulo apresentamos a carboxilesterase de B. licheniformis BIEst2 em sua
forma de pro-peptideo e forma madura bem como os dados e analises estruturais para as duas

formas além da caracterizagdo bioquimica da forma ativa e madura
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4.2  Material e Métodos
4.2.1 Escolha do gene candidato

Como citado no item 3.2.1, O DNA gendmico de B. licheniformis DSM 13 ja
encontrava-se disponivel na biblioteca de DNAs do Grupo de Biotecnologia Molecular do
Instituto de Fisica de S&o Carlos — Universidade de Sdo Paulo — Sdo Carlos — Brasil. Desta
biblioteca, alvos ja haviam sido clonados utilizando 0 método independente de ligagédo (LIC —
Ligation-Independent Cloning).”*"

Para a carboxilesterase BIEst2 (Tabela 7), foram desenhados os oligonucleotideos
senso 5° — CAGGGCGCCATGGGAGGATTTAAAGGAGGAGGC — 3’ ¢ anti-senso 57 —
GACCCGACGCGGTTAATCGGACAAAGGGCTGT - 3°. A regidgo sublinhada dos

oligonucleotideos correspondem a cauda necessaria para a técnica LIC. Os alvos foram

inseridos ao vetor de expressdo pET-TrxA/LIC (gentilmente cedido por Arie Geerlof -
Helmholtz Zentrum, Alemanha).

Tabela 7 — InformacGes sobre o candidato selecionado BIEst2.

BIEst2
hypothetical protein BL02555 [Bacillus
gene licheniformis DSM 13 = ATCC 14580]
GenBank AAU24833.1
Pfam
ESTHER! PGAP1 (block X)
LED? abH18 — Bacillus lipases (class

GX)

'ESTerases, a/p Hydrolase Enzymes and Relatives Database (http://bioweb.ensam.inra.fr/esther).
%L ipase Engineering Database (http://www.led.uni- stuttgart.de/).
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Andlise de sequéncia de aminoacidos

O gene hypothetical protein BL02555, que codifica uma proteina de 487 aminoacidos,
foi identificado no genoma de B. licheniformis DSM 13/ATCC 14580. A sequéncia de
aminoacidos foi utilizada para analise comparativa com outras proteinas a fim de se entender
a relacdo de BIEst2 com outras lipases/esterases. Foram utilizadas sequéncias das seguintes
familias de acordo com o banco de dados ESTHER.** PGAP1, Bacterial Lipase (Bloco L),
Bacterial Esterase (Bloco X) e Carboxylesterase (Bloco C). Devido a baixa similaridade de
sequéncia, o alinhamento foi feito pelo servidor PROMALS3D,*** que usa restricdes


http://bioweb.ensam.inra.fr/esther
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estruturais e de sequéncia, promovendo um alinhamento com base estrutural. E entdo, um

dendrograma foi construido pelo MEGA ™ pelo método neighbor-joining.
4.2.3 Producéo e purificacdo da proteina recombinante na forma de pro-peptideo

A producdo e purificacdo da forma de pro-peptideo de BIEst2 foi feita da mesma
forma como descrito para BIEst1 no item 3.2.3 e 3.2.4, respectivamente. As quantificagdes da
concentragdo proteica das fracdes purificadas foram realizadas medindo-se a absorbancia da
proteina a 280 nm em espectrofotdmetro do tipo NanoDrop (Thermo Scientific) e a
concentracdo da proteina foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar tedrico neste

comprimento de onda (69.330 M cm™).
4.2.4 Producao e purificacdo da forma madura e ativa de BIEst2

Para a producdo da forma madura e ativa de BIEst2, em uma primeira etapa ProBIEst2
foi produzida como descrito em 3.2.3 em sua forma recombinante fusionada a tiorredoxina-
HisTag. Para a purificagéo, a primeira etapa que consiste em uma cromatografia de afinidade,
foi feita como descrita no item 3.2.4 e ProBIEst2 foi eluida em 150 mM imidazol. Entéo, o
imidazol foi diluido para 10 mM e, ao invés de prosseguir com uma hidrolise catalisada por
TEV para retirar a proteina fusionada tiorredoxina-HisTag, como feito na producdo de BIEst1
e ProBIEst2, a eluicdo foi submetida a uma clivagem por tripsina para remocao tanto da
tiorredoxina no N-terminal quando dos dominios propeptideos no C-Terminal. A reacdo com
tripsina foi feita em banho-maria a 35 °C por 2 h com uma proporgéo de ProBIEst2 e tripsina
de 10:1 em tampéo (50 mM Tris, pH 8). Esta reacdo foi anteriormente padronizada incubando
ProBIEst2 e tripsina em diferentes propor¢des (1:1, 5:1, 10:1, 50:1, 100:1, 500:1 e 1000:1) nas
condicBes 6timas de atividade da tripsina (50 mM Tris, pH8, 35 °C). A reacdo foi feita por 2 h
e diferentes aliquotas retiradas ao longo do tempo foram analisadas em gel SDS-PAGE 15%
(0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 e 120 min).

Apds, uma segunda cromatografia de afinidade foi feita para remover a tiorredoxina-
HisTag a ProBIEst2 n&o clivada. O flow-through foi coletado e submetido a uma
cromatografia de troca ionica (IEX) para separar a forma clivada de BIEst2 da tripsina.
Enquanto BIEst2 apresenta um pl teérico de 6, o pl da tripsina é de 10,2. Portanto, uma
cromatografia de troca anibnica utilizando uma HiTrap™ Q HP (GE Healthcare®) foi
escolhida para terminar o processo de purificacdo. A coluna foi equilibrada com tampédo A (50
mM Tris, pH 8) e, apds a aplicacdo da amostra, uma lavagem com tampao A foi feita para
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retirar as proteinas ndo ligadas e entdo a separacdo seguiu com um gradiente linear de tampé&o
B (50 mM Tris, pH 8, 1 M NacCl) de 0 a 100%. A forma madura de BIEst2 foi eluida com
60% de tampdo B. As fracGes do pico cromatografico foram analisadas em gel SDS-PAGE

desnaturante 15%.

4.2.5 Estudos estruturais de BIEst2
4.2.5.1 Cristalizacéo e coleta de dados de difragéo de raios X

Assim como para BIEstl, os ensaios de cristalizacdo de BIEst2 foram realizados
através do método de difusdo de vapor em gota sentada. Placas de 96 reservatorios com trés
pocos por reservatrio foram utilizadas, nos quais a solucdo de proteina (10 mg mL™ para
ProBIEst2 e 8 mg mL™ para forma madura de BIEst2) foi misturada & solug&o do reservatdrio
em trés diferentes proporgdes, 1:1, 2:1 e 1:2. Os ensaios iniciais foram realizados através do
método da matriz esparsa® utilizando as soluges de diversos kits de cristalizacdo comerciais.
Apbs a montagem do experimento, as condi¢bes de cristalizacdo foram monitoradas
periodicamente utilizando a incubadora de cristais Rock Imager 1000 (Formulatrix) a 18 °C.

A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada na linha de luz MX2 situada no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas ®, com comprimento de onda
de 1.459 A. Antes da coleta, soaking com 100 mM de iodeto de s6dio e 15% de etilenoglicol
foi feito com os cristais de ProBIEst2, enquanto os cristais da forma madura foram crio-

protegidos com 15 % de etilenoglicol.

4.2.5.2 Resolugdo das estruturas

Os dados de difracdo de raios X foram processados utilizando o programa XDS ®® e
Aimless,® para escalonar as multiplas observacdes de reflexdes, calcular a intensidade média
de cada reflexdo e calcular as estatisticas. A qualidade dos dados foi aferida com o programa
phenix.Xtriag.™® O faseamento experimental e determinacéo da estrutura de ProBIEst2 foi
feito por difracdo andmala por comprimento de onda tnico pelo programa CRANK2.'™ Para
construcdo dos modelos foi utilizado o programa Autobuild, 116 ¢ 0 BUSTER foi usado para o
refinamento.''” Coot * foi utilizado construcéo e aferéncia do modelo e Molprobity * para
validacdo. A estrutura da forma madura de BIEst2 foi resolvida por substituicdo molecular
utilizando a estrutura de ProBIEst2 como modelo pelo programa Phaser.®* As figuras foram
produzidas com o auxilio do programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,

Version 1.8 Schrodinger, LLC.), bem como o calculo das densidades eletrostaticas
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superficiais pelo plugin APBS. A topografia de estrutura secundaria foi feita com o auxilio do
programa PDBsum. '

4.2.6 Estabilidade térmica por Thermal Shift Assay

A técnica de thermal shift assay  foi utilizada para se aferir a temperatura de melting
(Tm) de tanto de ProBIEst2 quanto de BIEst2 como descrito para BIEstl no item 3.2.6.3. A
estabilidade térmica foi analisada nas diferentes condigdes descritas na Tabela 2.

4.2.7 Caracterizacdo bioquimica de BIEst2
4.2.7.1 Ensaios de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi monitorada utilizando ésteres ligados a p-nitrofenol
(Sigma-Aldrich). O p-nitrofenol liberado apds a acdo das esterases foi medido por absorcédo a
405 nm. A atividade especifica (U/mg) foi calculado como a quantidade de p-nitrofenol
liberado por minuto (U) por mg de enzima purificada e entdo a atividade relativa foi calculada
com o objetivo de comparar diferentes condi¢fes de reacdo. Uma reacdo padrdo foi definida
composta por tampao (20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl) e 35 nM de BIEst2 purificada,
na qual foi adicionada 1 mM do substrato p-nitrofenil butirato (solucéo estoque de 50 mM em
etanol 100%). A reacdo foi iniciada pela adicdo de substrato na reacdo padrdo pré-aquecida na
temperatura de reagdo por 2 min. Inicialmente foi testado o efeito do NaCl na atividade
utilizando-se concentracBes de 0 a 2 M, padronizando o tampédo de reacdo para: 20 mM Tris,
pH 8, 300 mM NaCl.

Para acessar a melhor temperatura para este desenho experimental, a atividade foi
medida de 20 a 70 °C. Em seguida, o efeito do pH na atividade foi analisado utilizando 20
mM de tampdo ABF de pH 4 a 9, a 35 °C. Um perfil de atividade em pHs basicos foi
observado no experimento com tampBes ABF e entdo os tampdes 50 mM fostafo de sodio pH
6,5, 50 mM fosfato de sodio pH 7, 50 mM Tris pH 8 e 50 mM bicina pH 9 foram utilizados
para definir a melhor condigéo experimental.

Para conferir o efeito da temperatura na atividade, aliquotas com 35 nM de BIEst2
foram incubadas a 35 e 45 °C por 72 h. Aliquotas foram retiradas ao longo do tempo e entéo a
atividade residual foi medida nas condi¢des padronizadas de atividade, utilizando p-nitrofenil
butirato como substrato em tampéo (20 mM Tris, pH 8, 300 mM NacCl).

O efeito de diferentes compostos incluindo solventes organicos, sais e detergentes na

atividade foi determinado nas condi¢Oes padronizadas de reacdo utilizando p-nitrofenil
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butirato como substrato em tampédo (20 mM Tris, pH 8, 300 mM NaCl). A reacdo de 10
minutos foi iniciada pela adicdo do substrato na reacdo pré-incubada de enzima com cada

composto a 35 °C por 2 min.

4.2.7.2 Especificidade

Para as reacdes de especificidade com o substrato, substratos sintéticos associados a p-
nitrofenol (Sigma-Aldrich) com variagdo do comprimento da cadeia dos &cidos graxos de dois
a 18 carbonos foram testados. As reacbes foram realizadas nas condi¢bes Otimas de
temperatura e pH com a adi¢do de 1 mM de substrato em reacdo padrdo composta por tampéo
(20 mM Tris, pH 8, 300 mM NaCl) e 35 nM de emzima para BIEstl. A reacdo de 10 min foi

iniciada pela adicao do substrato na reacdo pré-aquecida por 2 min.
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4.3  Resultados
4.3.1 Classificacdo e analise de sequéncia

O gene de BIEst2 (AAU24833.1) anotada como proteina hipotética faz parte do
genoma da cepa B. licheniformis DSM 13 strain (ATCC 14580) e codifica um peptideo de
487 aminoacidos. Com uma busca via BLAST contra o PDB foi possivel identificar um
dominio conservado da familia o/p hidrolase e alinhamentos significativos com uma lipase de
Pseudomonas cepacia e outra de Pseudomonas glumae. Como lipases e esterases constituem
0 maior grupo dentro da familia de proteinas com enovelamento o/p hidrolase, foi feita uma
busca dentro do banco de dados ESTHER, revelando que BIEst2 é classificada na familia
PGAP1 do bloco X. Esta familia agrupa proteinas hipotéticas de bactérias com funcéo
desconhecida e que possuem assinaturas de sequéncia similar a lipases. Como explicado no
item 1.4, o banco de dados ESHTER ¢ dedicado a familias de proteinas que apresentam
enovelamento o/p hidrolase e que sdo relacionadas filogeneticamente ** e as enzimas do bloco
X sdo aquelas que ndo apresentam assinaturas de sequéncia nem de carboxilesterase (ps00941
e ps00122 do prosite, conhecidas como padrdo Carboxylesterase B), e nem de lipase
(ps00120, conhecido como padrdo LIPASE_SER).

Com a finalidade de se entender a relacdo de BIEst2 com lipases/esterases, um
alinhamento entre proteinas bacterianas da familia PGAPL1 e dos blocos C e L foi feito bem
como uma &rvore foi desenhada usando o método neighbor-joining pelo programa MEGA.”
Da familia PGAP1 foram escolhidas para a analise apenas as seis primeiras proteinas com
maior score e a Unica que possui estrutura caracterizada, a fosfolipase Tle4 de Pseudomonas
aeruginosa.''® Além disso, foram escolhidas proteinas das familias Bacterial Lipase do bloco
L, Carboxylesterase do bloco C e Bacterial Esterase do bloco X. Devido a baixa similaridade
de sequéncia, apenas proteinas com estrutura depositada no PDB foram escolhidas dessas
familias e o alinhamento foi promovido no servidor PROMALS3D,*** que utiliza restricdes
de sequéncia e estruturais para fazer o alinhamento. Os resultados estdo representados na
Figura 22, revelando que BIEst2 esta mais relacionada a lipases bacterianas do bloco L do que
com esterases bacterianas do bloco C. Apesar de Tle4 ser também classificada na familia
PGAP1, ela esta menos relacionada com BIEst2, que agrupa apenas com as outras enzimas
ndo caracterizadas de PGAP1. BIEst2 é também mais relacionada com a triacilglicerol lipase
PcL de P. cepacia (PDB id 10IL) **° do que com Tle4. PcL (sinalizada com uma estrela na

Figura 22A) foi a enzima que apresentou maior score na busca contra o PDB e é membro da
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familia Bacterial_lip_Faml.2, que corresponde & familia das verdadeiras lipases 1.2.°" Essa
andlise sugere que a familia PGAPL apresenta uma alta diversidade e por conter muitas
proteinas hipotéticas de funcdo desconhecida, novos critérios de classificacdo podem ser
requeridos para explicar essa familia.

A Figura 22B mostra o alinhamento de BIEst2 com as seis enzimas mais similares de
PGAP1. H& uma alta similaridade nas regides referentes ao enovelamento o/p hidrolase, com
a tipica triade catalitica de serina hidrolases, composta por nucledfilo (Ser), residuo acido
(Asp) e uma histidina, em regido conservada (Figura 22B, flechas vermelhas). Outra regido
sobreponivel corresponde a assinatura ps00120 (Figura 22B, caixa verde) que é definida por
[LIV]-{KG}-[LIVFY]-[LIVMST]-G-[HYWV]-S-{YAG}-G-[GSTAC]. A assinatura ps00120
abriga a assinatura Gly-x;-Ser-x,-Gly conhecida como nucleophile elbow, na qual Ser é a
serina catalitica. Em BIEst2 e nas outras enzimas PGAP1, pequenos residuos como Ser e Ala
substituem a primeira glicina do nucleophile elbow, constituindo a Unica mudanca em relagéo
ao classico padrdo LIPASE_SER que caracteriza as lipases do bloco L (Prosite ps00120).

Outra observacdo importante que se pode tirar do alinhamento é que estas enzimas
possuem um dominio adicional apés o core catalitico a/p hidrolase, a partir do residuo 272.
Apesar de compartilnarem esse dominio na regido C-terminal, ndo h& similaridade de
sequéncia (Figura 22B). Uma analise comparativa com a fosfolipase Tle4, cuja estrutura e
funcdo é conhecida, juntamente com resultados prévios estruturais e de atividade de BIEst2,
sugere que este dominio C-terminal se trata de um pro-peptideo e a sua remoc¢do torna-se

necessaria para a liberacdo de uma forma madura e ativa de BIEst2.
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Figura 22 — Analise de sequéncia entre BIEst2 (bacld-q65fg2) e outras esterases e lipases bacterianas do banco de dados

ESTHER. A) Relagdo entre BIEst2 e outras enzimas da familia PGAP1 do bloco X, lipases bacterianas do bloco
L, esterases bacterianas do bloco C e esterases bacterianas do bloco X. Alinhamento de sequéncias feito pelo
programa PROMALS3D (Pei et al., 2008) e arvore por neighbor-joining foi construida no MEGA (Kumar et
al., 2016). A lipase PcL esta assinalada com uma estrela e Tle4 com duas estrelas. B) Alinhamento de sequéncia
entre BIEst2 e outras enzimas ndo caracterizadas da familia PGAP1. Aminodcidos idénticos estdo assinalados
como caixas vermelhas; residuos cataliticos estdo marcados com flechas vermelhas; regido do padrdo
LIPASE_SER (Prosite, ps00120) esta delimitado com uma caixa verde. Elementos de estrutura secundaria do
modelo de BIEst2 determinado experimentalmente esta disposto acima do alinhamento. A figura foi gerada pelo

ESPRIPT (Robert & Gouet, 2014).
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.2 Producéo da forma madura de BIEst2

A primeira tentativa para se produzir a possivel forma madura de BIEst2 foi
desenhando primers para construcao da proteina truncada afim de se remover os dominios C-
terminal. Apds a construcdo do vetor e confirmacdo da sequéncia, 0 vetor de expressao foi
transformado em diferentes cepas e diferentes protocolos de indugdo foram promovidos.
Expresséo foi testada em Rosetta DE3 (Figura 23A), ArticExpress (Figura 23B), C43(DE3) e
Rosetta-gami 2(DE3)pLysS (Figura 23C), com diferentes concentracdes de IPTG para
inducdo (0,1, 0,5 e 1 mM). Lactose a 0,5% também foi testada na etapa de inducdo. Além
disso, 0,1 e 0,2% do detergente triton x-100 foi utilizado durante a lise. No entanto, a proteina
expressa estava na fracdo insollvel em todas as condi¢des testadas, indicando que o0s
dominios C-terminal sdo requeridos para o enovelamento adequado, podendo atuar como
chaperonas intramoleculares, uma vez que sua remogao causou a agregacao e precipitacdo da

proteina.

M 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura23—  Teste de expressdo de BIEst2 truncada em diferentes cepas e com diferentes concentragfes do indutor IPTG. M representa o
marcador de peso molecular marcado em kDa. A) Expressdo em Rosetta DE3. 1. Fragdo insolivel sem inducéo. 2. Fracéo
soltvel sem inducdo. 3. Fracdo insolUvel ap6s indugdo com 1 mM IPTG. 4. Fracéo soltvel ap6s indugdo com 1 mM IPTG. 5.
Fracdo insoldvel ap6s inducdo com 0,5 mM IPTG. 6. Fracdo soldvel ap6s inducdo com 0,5 mM IPTG. 7. Fragdo insoltvel
apds indugéo com 0,5% de lactose. 8. Fragao soltvel apés indugédo com 0,5% de lactose. 9. Fracédo insoltvel sem inducéo. 10.
Fracéo soltvel sem inducéo. 11. Fragéo insoltvel apés indugdo com 0,1 mM IPTG. 12. Fragao soldvel ap6s indugdo com 0,1
mM IPTG. 13. Fragdo insoluvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG e com adigdo de 0,1% de Triton x100 antes da lise. 14.
Fracéo soltvel ap6s inducdo com 0,1 mM IPTG e com adigéo de 0,1% de Triton x100 antes da lise. 15. Fracdo insoltvel apds
inducdo com 0,1 mM IPTG e com adigdo de 0,2% de Triton x100 antes da lise. 16. Fragdo soltvel ap6s indugdo com 0,1 mM
IPTG e com adic&o de 0,2% de Triton x100 antes da lise. B) Expressdo em ArticExpress. 1. Fracdo insoldvel sem inducéo. 2.
Fracéo soldvel sem inducéo. 3. Fragdo insoldvel ap6s indugdo com 1 mM IPTG. 4. Fragdo solGvel apés indugdo com 1 mM
IPTG. 5. Fragdo insollvel ap6s indugdo com 0,5% de lactose. 6. Fragdo soltvel apés inducdo com 0,5% de lactose. 7. Fragdo
insoluvel sem indugdo. 8. Fragdo solGvel sem inducéo. 9. Fracdo insoluvel ap6s inducdo com 0,1 mM IPTG. 10. Fragdo
solvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG. 11. Fracdo insoltvel apds indugdo com 0,1 mM IPTG e com adigéo de 0,1% de
Triton x100 antes da lise. 12. Fragdo soltvel ap6s indugdo com 0,1 mM IPTG e com adigdo de 0,1% de Triton x100 antes da
lise. C) Expressdo em Rosetta-gami 2(DE3)pLysS. 1. Fragdo insolivel sem inducéo. 2. Fracéo solivel sem indugo. 3. Fracdo
insoltvel apés indugdo com 1 mM IPTG. 4. Fragdo sollvel ap6s indugdo com 1 mM IPTG. 5. Fragdo insoltvel ap6s indugdo
com 0,5 mM IPTG. 6. Fragdo soldvel ap6s indugdo com 0,5 mM IPTG. 7. Fracéo insoltvel apds indugdo com 0,1 mM IPTG.
8. Frago soluvel apds inducdo com 0,1 mM IPTG.

Fonte: Elaborada pela autora.
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E entdo, anélises estruturais e de sequéncia foram promovidas utilizando a ferramenta
PeptideCutter (Gasteiger et al., 2005) a fim de se investigar a presenca de possiveis sitios de
clivagem no loop que conecta o dominio o/p hidrolase aos dominios C-terminal. Um sitio
para tripsina foi identificado (Figura 24A). BIEst2 e tripsina foram incubadas em diferentes
proporgdes (1:1, 5:1, 10:1, 50:1, 100:1, 500:1 e 1000:1), p-nitrofenil butirato foi adicionado
para iniciar a reacdo ester hidrolase, e a liberagdo do produto p-nitrofenol foi monitorada a
405 nm ao longo do tempo. Quanto mais alta a concentracdo de tripsina presente na reacéo,
maior foi a absorbancia medida (Figura 24B), indicando que possivelmente a tripsina estava
promovendo a retirada do dominio C-terminal e liberando a forma ativa de BIEst2 (Dominio
). Isto foi confirmado analisando aliquotas de cada reacdo em gel SDS-PAGE 15% (Figura
24C), revelando que, como esperado, nos pocos do eletroferograma onde foram depositados
as reacdes com a mais alta liberacdo de produto (maior absorbancia), uma banda com a massa
esperada do Dominio | (28 kDa) foi observada (pocos 1, 2 e 3). Para evitar uma concentracao
alta de tripsina desnecesséria, a proporcéo 10:1 (BIEst2:tripsina) foi escolhida para a producgéo
de BIEst2 em sua forma ativa. A clivagem foi monitorada por 2 h em condi¢des 6timas de
reacao da tripsina (50 mM Tris pH8, 35 °C), as aliquotas foram analisadas em gel SDS-PAGE
15%, confirmando a produgéo de BIEst2 (Figura 24D).

Apbs a otimizacdo da purificacdo e producdo de BIEst2 em sua forma madura, a
enzima foi produzida com sucesso em E. coli Rosetta DE3 com um rendimento de 24 mg de
proteina por litro de cultura e com pureza aceitavel como confirmado em gel SDS-PAGE 15%
(Figura 24E). Dessa forma, dominios I, Il e 11l configuram a forma de pro-peptideo de BIEst2
e a remocdo dos dominios Il e Il é requerida para a liberacdo da forma madura e ativa de
BIEst2. Assim, ap6s a clivagem dos dominios C-terminal, passaremos a nomear a forma
completa, com dominios I, Il e 1l como ProBIEst2 e a forma madura (dominio I) como
BIEst2.
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Figura 24 — Otimizacdo da producdo da forma madura de BIEst2 por clivagem com tripsina. A) Representacdo
da cadeia polipeptidica de BIEst2. O vetor de expressdo foi construido sem o peptideo sinal (1-22).
B) Hidrdlise do p-nitrofenil butirato na presenca de diferentes concentragdes de tripsina. C) Anélise
em SDS-PAGE 15% ao final da reacdo contra p-nitrofenil butirato. 1 a 7 corresponde as propor¢oes
1:1,5:1, 10:1, 50:1, 100:1, 500:1 e 1000:1 (BIEst2:tripsina). D) Clivagem com tripsina (10:1 —
BIEst2:tripsina). 1 a 9 correspondem aos tempos de reagéo 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 e 120 min. E)
Purificagdo otimizada de Blest2 em sua forma madura. 1. Flow-through da cromatografia por
afinidade. 2. Lavagem com 10 mM imidazol. 3. Elui¢do com 150 mM imidazol. 4. Lavagem com 1
M imidazol. 5. Apds clivagem com tripsina. 6. Apos cormatoografia de troca idnica. M representa o
marcador de peso molecular marcado em kDa.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Estruturas cristalograficas de BIEst2 e analise estrutural
4.3.3.1 Cristalizacéo, coleta e processamento dos dados

Apos triagens por condi¢fes de cristalizagdo utilizando diferentes conjuntos de
solugdes comerciais, tanto ProBIEst2 quanto BIEst2 cristalizaram em uma condi¢do do kit
PACT Suite (Molecular Dimensions, USA). Para ProBIEst2, a condi¢do foi otimizada para 0,2
M cloreto de sddio, 0,1 M Tris pH 8 e 28% (m/v) PEG 6000. Ja cristais de BIEst2 cresceram
em 0,1 M MMT pH 5 e 25% (m/v) PEG1500. E entdo um Unico cristal de cada condigéo foi
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submetido a linha de luz de raios X MX2 situada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS) em Campinas,®” usando uma radiacdo de comprimento de onda de 1.459 A.

A estrutura cristalografica de ProBIEst2 foi determinada por difracdo anémala e
atomos de iodo foram utilizados para obtencao do sinal anémalo. O conjunto foi integrado no
grupo especial ortorrdmbico P2;2;2;, com parametro de célula unitariaa = 66,9, b =78.3 A e
¢ = 166,5 A. Foram preditas duas moléculas na unidade assimétrica, que foi posteriormente
confirmado durante a constru¢cdo do modelo. Foram identificados 20 picos referentes aos
atomos de iodo que foram utilizados no faseamento. O modelo foi refinado a 2 A de resolucéo
e 0 modelo final apresentou valores de Ryor/Rree de 0,19/0,22 e 98% dos residuos dentro da
regido favoravel do diagrama de Ramachandran. Detalhes do processamento dos dados e
refinamento estdo na Tabela 8.

A estrutura de BIEst2 foi resolvida por substituicdo molecular usando as coordenadas
de ProBIEst2 como modelo. Os dados foram integrados no grupo espacial ortorrombico
P2,22;, com pardmetro de célula unitaria a = 102,0 A, b = 1225 A e ¢ = 157,9 A e quatro
moléculas na unidade assimétrica. O modelo foi refinado a uma resolucéo de 3,7 A, possuindo
valores finais de Ruwork/Riee de 0,23/0,27 e 98% respectivamente. Estdo dentro da regido
favoréavel do diagrama de Ramachandran 97 % dos residuos. Detalhes do processamento dos

dados e refinamento estdo na Tabela 8.
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Tabela 8 - InformacGes e estatisticas da coleta de dados, processamento e refinamento da estrutura tridimensional
da carboxilesterase BIEst2 de B. licheniformis em sua forma pro-peptideo (ProBIEst2) e em sua forma
madura (BIEst2). Valores da faixa mais alta de resolucdo sdo mostrados entre parénteses.

Coleta de dados e processamento ProBIEst2 BIEst2
Fonte de difracdo LNLS LNLS
Comprimento de onda (A) 1,459 1,459
Detector PILATUS 2M (Dectris®) PILATUS 2M (Dectris®)
Grupo espacial P2,2,2, P2,22,
a,b,c (A) 66,9, 78,3, 166,5 102,0, 122,5, 157,9
aB,y ©) 90, 90, 90 90, 90, 90
Resolucdo (A) 20,1-2,0(2,07-2,0) 21,6 - 3,6 (3,7 - 3,6)
No. total de reflexdes 59739 (5862) 23466 (2306)
Completeza (%) 99,7 (99,5) 99,31 (99,78)
Multiplicidade 6,9 (5,2) 6,4 (6,3)
Rp.i.m (%) 0,077 (0,618) 0,197 (0,489)
Mean I/o(l) 12,88 (1,93) 4,8 (1,8)
CCyp 0,99 (0,61) 0,94 (0,62)
Refinemento
No. de moléculas na unidade ) 4
assimétrica
Ruork/Riree (%) 0,19/0,22 0,23/0,27
No. de atomos

Macromolécula 7023 11610

Solvente 442 279

lodo 24 -
Average B-factor (A?)

Macromolécula 28,75 38,10

Solvente 32,57 38,20

lodo 57,55 -
R.m.s deviations

Ligacdes (A?%) 0,014 0,014

Angulos (°) 1,67 1,69
Ramachandran plot (%)

Favoraveis 97,8 96,57

Outliers 0,22 0,27

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3.2 Modelo tridimensional da estrutura de ProBIEst2

O modelo final de ProBIEst2 foi construido e refinado do residuo 28 ao 482. Visto que
os residuos de 1 a 21 correspondem ao peptideo sinal e foi retirado para a producao do vetor
de expresséo (Figura 24A), apenas os 7 primeiros residuos do N-Terminal e os 5 ultimos do
C-Terminal ndo foram construidos por ndo apresentarem densidade eletrdnica interpretavel.

A Figura 25A apresenta a estrutura geral de ProBIEst2, que apresenta uma estrutura
com multiplos dominios ¢ um enovelamento do tipo o/B-hidrolase para o dominio catalitico
21 Além do dominio catalitico (Dominio 1), ProBIEst2 apresenta dois dominios adicionais

adjacentes ao sitio ativo, dominio II e dominio III (Figura 22B e Figura 24B). O dominio I o/f
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hidrolase € contém sete fitas B, B1(Tyr33-Gly37), B2 (Pro49-His54), B3 (Asp79-Asp84), B4
(Val113-Tyr118), B5 (Glul39-Leul44), p6 (Lys201-Leu205) e B7 (Thr245-Leu247), que
compdem a folha B central. Esta folha  é rodeada por 10 a-hélices al (Ser59-Phe64), o2
(Asp68-Asn76), a3 (Asp90-Gly110), a4 (Lys120-His132), a5 (Asn133-His136), a9 (GIn180-
Asp192), al0 (His194-Thr200), a12 (Glu236-Arg240), al3 (Phe255-11e258) ¢ al4d (Gly260-
11e273). O dominio catalitico possui duas insercdes, L1 e L2 (Figura 25B), que ocupam
posicdes conservadas entre proteinas com enovelamento o/ hidrolase?®® e geralmente
constituem o chamado dominio lid tipico de lipases. L1 é formada por trés a-hélices a6
(Serl51-Tyr158), a7 (Alal62-Gly170) e a8 (Ans173-Leul79), localizada logo ap6s B5; e L2
¢ constituida por all (Leu217-Phe227) e esta localizada ap6s 6.

Em relacdo aos dominios adicionais, o dominio Il é do tipo S-jelly, composto por duas
folhas B paralelas, uma composta por quatro fitas p: B9 (Gly299-Val307), B11 (Asn326-
Asp331), 12 (Gly334-Phe337) ¢ B15 (Gly365-Val373); e outra por cinco fitas : 8 (Pro290-
Asn297), 10 (Lys312-Ans321), P13 (Ser341-Thr345), f14 (Gly352-Asn361) e 16 (Glu377-
Asp386); enquanto o dominio Il é formado por uma folha B: B17(Val407-Glu417), p18
(Lys420-Lys428), 19 (Gly445-Thr457), 20 (Asn460-Asnd74) e B21 (Gly4d77-Phed80), al5
(Pro388-Thr398) e al6 (Ile432-Leud39). Esses dominios sdo subsequentes e localizados na

regido C-terminal, e ndo sdo comuns em carboxilesterases conhecidas.
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Figura 25 - Estrutura tridimensional da carboxilesterase BIEst2 de B. licheniformis em sua forma de
propeptideo. A) Estrutura da BIEst2. A triade catalitica esta representada como sticks em azul. B)
Topologia de BIEst2, mostrando as duas inser¢fes L1 e L2, que compdem o dominio lid (vermelho);
e 0s dois dominios C-terminal, dominio Il e 11 (verde).

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.3.3 Sitio ativo e oxyanion hole

Os dominios adicionais, juntamente com as inser¢fes L1 e L2 do dominio lid, sdo
posicionados sobre o dominio catalitico, com a triade catalitica entre eles. A triade catalitica é
formada por um residuo nucleofilico (Ser119), um residuo acido (Asp231) e uma histidina
(His254) (Figura 26A). Os trés residuos da triade catalitica sdo localizados em regides
conservadas entre enzimas com enovelamento a/B hidrolase *°: o residuo Asp231 ap6s p6 (B7
na forma o/f hidrolase candnica); His254 esta localizada ap6s a ultima fita B da folha-p
central; e o residuo Ser119 esta localizado em um pequeno e curvado loop entre B4 ¢ o4
conhecido como nucleophile elbow, que o caso de BIEst2 é formado por Ser-x;-Ser-X,-Gly
(Figura 26B).

Ja o oxyanion hole é formado por dois residuos, o primeiro é o residuo x, do
nucleophile elbow e segundo esté localizado em um loop apo6s B2 (B3 na forma o/p hidrolase
candnica) e é chamado de oxyanion loop (Figura 26C e 26D). O grupo amina desses residuos
atuam na estabilizacdo do intermediario tetraédrico durante a catélise por pontes de
hidrogénio. O oxyanion hole de BIEst2 é composto por Lys120 (residuo X, do nucleophile
elbow) e Leu56 (apds um residuo Gly no oxyanion loop). Esta glicina € conservada entre

lipases e essa composicdo classifica BIEst2 na familia GX no banco de dados LED."

A catalytic Triad Oxyanion Hole (GX class) C
_p
P g Asp231 J =~
4 nis2s4 =
is £
)
B D
| Leu56
Ser119 Ser119
Té‘ p r‘ . Lys 120 [}
Tyri1s /\‘#\f < A
v M
Gly121 . / 7 i
" . 3 / o A
Ser11 ) q ) R >
/ = Doma.mI \ - (/:C\,
\ | a/B hidrolase core \ {
Nucleophile Elbow (SxSxG) Oxyanion Loop

Figura 26 — Centro catalitico do dominio | de BIEst2. A) Triade catalitica Ser119, Asp231 e His254. B)
Nucleophile elbow composto pela assinatura de sequéncia Sm-x1-S-x2-Sm, (Sm = residuo
pequeno, x = qualquer residuo e S = serina catalitica). C) Oxyanion hole da classe GX de acordo
com o banco de dados Lipase Engineering Database *', formado por Leu56 e Lys120. D) Oxyanion
Loop.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.3.4 Modelo tridimensional da estrutura da forma madura BIEst2 e comparagdes

estruturais

Para as andlises estruturais de BIEst2, como ha comparacfes entre enzimas que
diferem muito quanto ao tamanho, o parametro TM-score foi utilizado para analisar o
alinhamento estrutural uma vez que este nao depende do tamanho da proteina, 0 que acontece
com RMSD. BIEst2 apresentou 0 mesmo enovelamento do Dominio | de ProBIEst2, com um
TM-score de 0,95. Uma mudanca conformacional pode ser observada: a inser¢do L1 do
dominio lid adotou uma conformacao fechada, com um deslocamento de 16 A em direcdo ao
sitio ativo (Figura 27A). Tanto a insercdo L1 quanto L2 sdo compostas principalmente por
residuos hidrofobicos, sendo uma composicao de 52% e 45%, respectivamente. Estes residuos
estdo localizados principalmente na face virada para o sitio ativo da enzima, enquanto os
residuos eletricamente carregados e os residuos polares sem carga estdo principalmente
localizados na face virada para o meio externo, dando um carater anfipatico para o dominio
lid. Esta é uma caracteristica esta que € tipica de lipases que, quando em conformacéo
fechada, protege seus residuos hidrofobicos fechando-se sobre o sitio ativo do dominio
catalitico.®'® A conformacéo aberta requer uma interface entre o solvente e um substrato
insolGvel para ocorrer a ativacdo da enzima, estabilizando a parte hidrofébica do lid com o
substrato. Esse mecanismo é chamado de ativacéo interfacial.*> Na conformacdo fechada, os
residuos hidrofobicos de L1 e L2 cobrem o sitio ativo, protegendo-o do solvente (Figura 27B
e 27C).

Apesar da divergéncia de sequéncia, o dominio catalitico | de BIEst2 é similar a outras
lipases de dominio Unico conhecidas, apresentando um TM-score de 0,17 contra PcL (PDBid
101L),**® e 0,25 contra a triacilglicerol lipase de P. aeruginosa PAO1 (PDBid 1EX9).*° pcL
e PAO1 foram as enzimas com maior score nas buscas por homologos via BLAST contra o
PDB e busca no Dali Server, respectivamente. A posicdo dos residuos da triade catalitica Ser,
Asp e His, é conservada entre as proteinas (Figura 28A). Diferente de outras lipases, BIEst2
apresenta uma fenda catalitica de neutra para positivamente carregada devido ao (Figura
27B). Por outro lado, PcL (Figura 28C) e PAO1 (Figura 28D) possuem uma fenda catalitica
carregada negativamente, formada por residuos &cidos, o que é comum para lipases.*** No
entanto, apesar das diferencas de carga nos residuos que envolvem a triade catalitica, 0
formato da fenda é bem similar entre as trés enzimas, com a presenca de trés bolsos que
acomodam os grupos acil de triacilglicerdis. E estrutura de PAO1 possui um ligante

cristalogréfico ligado covalentemente na serina catalitica, o inibidor Rc-trioctil, que pode ser
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facilmente sobreposto nas estruturas cristalograficas de BIEst2 e PcL, seguindo as mesmas
orientagOes. Isso sugere que BIEst2, assim como PAOL e PcL pode ter uma atividade contra

triacilglicerol.

Figura 27 — Comparagdes entre o dominio | de ProBIEst2 e BIEst2. A) Alinhamento entre dominio | de
ProBIEst2 em uma conformacdo aberta (insercbes L1 e L2 marcadas em azul) e BIESt2 em
conformagcdo fechada (L1 e L2 em verde). Deslocamento de 16 A da insercéo L1 do dominio lid em
dire¢do ao sitio catalitico esta mostrado em detalhe. B) Distribuigdo dos residuos do dominio lid na
conformacéo aberta. C) Distribuigdo dos residuos do dominio lid na conformagdo fechada. Residuos
hidrofobicos e polares sem carga foram coloridos em cinza, residuos positivamente carregados em
azul e residuos negativamente carregados em vermelho. A cor do potencial eletrostatico de
superficie foi definida de -5 kT/e (vermelho) a 5 kT/e (azul), e calculado pelo médulo APBS do
PyMOL.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 28 — Comparag0es estruturais entre o dominio | de ProBIEst2 e as triacilglicerol lipases homélogas PAO1
de P. aeruginosa (PDB id 1EX9) e PcL de P. cepacia (PDB id 10IL). Todas as enzimas estdo na
conformagdo aberta. A) Alinhamento do dominio | de BIEst2 com PAOl e PcL. As triades
cataliticas sdo facilmente sobreponiveis. O core a/B-hidrolase esté representado em cinza, enquanto
os dominios lid de BIEst2, PcL e PAO1 estdo representados em rosa, verde e azul, respectivamente.
B) Superficie eletrostatica do dominio | de BIEst2. C) Superficie eletrostatica de PcL. D) Superficie
eletrostatica de PAOL. O ligante cristalografico de PAOL, o inibidor Re-trioctil, foi sobreposto nas
estruturas cristalograficas de BIEst2 e PcL com 0 mesmo alinhamento para fins comparativos. A cor
do potencial eletrostatico de superficie foi definida de -5 kT/e (vermelho) a 5 kT/e (azul), e
calculado pelo modulo APBS do PyMOL.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3.5 A fungéo inibitdéria dos dominios C-terminal Il e 111

O Unico membro da familia PGAP1 que possui sua estrutura cristalografica

caracterizada, além de BIEst2, é a fosfolipase Tle4,'®

que faz parte da familia Tlel-4. Tle4 é
uma fosfolipase de P. aeruginosa e age atacando a membrana celular de células rivais. Ela é

expressa em complexo com Tli4, um peptideo de dois dominios que tem como funcg&o inibir
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Tle4, prendendo o seu dominio lid, agindo em um processo de autoprote¢do: o complexo
Tle4-Tli4 mantém Tle4 inibida, evitando que ela degrade a membrana da sua célula
hospedeira (Figura 29B). O alinhamento apresentou um TM-score de 0,11 (Figura 29A),
indicando uma similaridade de estrutura apresentada por proteinas randémicas. Apesar da
falta de similaridade estrutural entre os dominios cataliticos, a maneira como os dominios C-
terminal Il e 111 de ProBIEst2 interagem com o dominio | parece ser semelhante ao complexo
Tle4-Tli4 (Figura 29C).
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Figura 29 — Comparagdes estruturais entre BIEst2 e o outro membro da familia PAGP1, a fosfolipase Tle4 (PDB
4R1D). A) Alinhamento estrutural do dominio | de ProBIEst2 e Tle4. B) Complexo Tle4-Tli4. Tli4 é
um peptideo localizado no C-terminal e que atua na inibi¢do de Tle4. C) Complexo do dominio
catalitico | de BIEst2 com os dominios C-terminal 11 e I11.

Fonte: Elaborada pela autora.

Entdo, uma busca por interacbes entre o dominio catalitico | de ProBIEst2 e os
dominios C-terminal I+l foi feita utilizando-se a ferramenta jsPISA, para calculo de
interface.’”* Esta busca mostrou uma érea de interface significativa de 1916 A? entre os trés
dominios, com a participacdo de 47 e 63 residuos de interface entre dominio I e Il e entre
dominio I e Ill, respectivamente, correspondendo a uma interacdo peptideo-peptideo forte

(Figura 30A). Uma anélise utilizando o servidor ConSurf *#

revelou que a maior parte dos
residuos dessa interface, principalmente os da insercdo L1 e da regido entre os dominios Il e
I11 sdo conservados (Figura 30B). Estes residuos conservados sdo 0s mesmos apontados como
similares e idénticos no alinhamento da Figura 22B. Esta regido conservada da interface
abriga oito pontes de hidrogénio entre os dominios II+Ill e a inser¢cdo L1 do dominio lid

(Figura 30C e Tabela 9). Além das interagdes com a insercdo L1, um longo loop do dominio
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Il ocupa a fenda catalitica, com uma distdncia de 6,3 A de Serl19, cobrindo partes
importantes do sitio ativo (Figura 30D). Ao comparar com o complexo Tle4-Tli4 e seu
sistema inibitorio, os dominios Il e Il também adotam a conformacéo de um grampo, que
aprisiona entre eles a inser¢do L1 do dominio lid por pontes de hidrogénio (Figura 30E). Isto
causa a inibicdo da atividade de BIEst2 pela imobilizacdo do dominio lid e bloqueio do sitio

catalitico.
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Figura 30 — Interagdes entre os dominios C-terminal Il e 111 e o dominio catalitico | de ProBIEst2, indicando um
possivel mecanismo inibitério. A) Residuos entre o dominio N-terminal e os dominios C-terminal
que participam da interface de 1916 A? calculada por jsPISA (Krissinel, 2015). B) Analises de
conservacao de residuos realizadas pelo ConSurf (Ashkenazy et al., 2016). A escala é configurada
de residuos mais conservados (magenta) até os mais varidveis (verde). C) As oito pontes de
hidrogénio entre os residuos dos dominios C-terminal e os residuos do dominio lid. D) Sitio
catalitico ocupado por um loop do dominio C-terminal Il. E) Conformacdo tipo grampo dos
dominios C-terminal Il e I11, prendendo a insercdo L1 do dominio lid.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 9 — Pontes de hidrogénio entre o dominio catalitico | e os dominios C-terminal Il e I1I.
a/p-hidrolase DI C-terminal DII-DIII  Distancia (A)

ASP155/0D1 SER470/0G 3,3
TYR158/0 TYR416/0OH 2,7
ASN160/ND2 SER413/0 3,3
TRP161/NE1 ASP452/0D2 29
GLN171/NE2 VAL348/0 2,7
LYS172/NZ TYR416/0OH 3,1
TYR177/0OH GLY419/N 3,5
GLY182/N SER470/0G 3,0

Fonte: Elaborada pela autora.
4.3.4 Estabilidade térmica de ProBIEst2 e BIEst2

Para se analisar e comparar a estabilidade térmica de ProBIEst2 e BIEst2, a técnica de
fluorescéncia thermal shift assay foi utilizada. Assim foi possivel monitorar a desnaturacédo
das enzimas mediante aumento de temperatura, permitindo o célculo da Ty, em diferentes
composicgdes de tampdo, pH e concentragdes de sal (Figura 31). A forma madura e ativa de
BIEst2, apresentou um T, 10 °C maior para quase todas as condicdes testadas, mostrando um
aumento da estabilidade térmica em relacdo a forma de pro-peptideo ProBIEst2. Em agua, a
Tm foi de 55 e 64 °C, respectivamente, valores utilizados como controle para fins de
comparacdo. Os pHs &cidos, abaixo de 6, e basicos, acima de 9,5, causaram uma
desestabilizacdo do enovelamento, diminuindo a Tp. A adicdo de 300 mM de NaCl néo
causou melhora e nem piora na estabilidade térmica. Nenhuma das condices testadas

aumentou a estabilidade.
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Figura 31 — Anélise de temperatura de melting para ProBIEst2 e BIEst2 em diferentes condi¢des de tampéo e pH
por thermal shift assay.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.5 Caracterizagdo bioquimica da forma madura de BIEst2

ReacBes de hidrdlise contra o substrato p-nitrofenil butirato foram realizadas
utilizando tanto ProBIEst2 quanto BIEst2 confirmando, de fato, a remocdo dos dominios C-
terminal 11 e 11l libera a forma madura e ativa de BIEst2. BIEst2 apresentou uma atividade
especifica de 292 U/mg, mais de duas mil vezes maior quando comparada com a atividade de

ProBIEst2 nas mesmas condicdes (0,13 U/mg).
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Com o0 objetivo de se determinar as melhores condi¢bes de reacdo para o desenho
experimental utilizado, a atividade de BIEst2 foi medida contra o substrato p-nitrofenil
butirato, com variacdes de pH, temperatura e concentracdo de NaCl. A atividade em funcéo
da variagédo de pH foi primeiramente analisada utilizando o tampé&o acetato-borato-fosfato do
pH 2 ao 10. Como a absorbancia do produto de reacdo p-nitrofenol é altamente influenciado
por variagdes de pH, a analise foi feita em termos de absorbancia relativa. BIEst2 mostrou
auséncia de atividade do pH 2 ao 4, uma atividade abaixo de 50% entre 0 pH 5 e 6 e um
aumento a partir de pH 7, apresentando um pico de atividade em pH 9 (Figura 32). A fim de
refinar esses resultados a atividade foi medida nos tampdes 50 mM fosfato de sodio pH 6,5,
50 mM fosfato de sodio pH 7, 50 mM Tris pH 8 e 50 mM bicina pH 9 (Figura 33A),
revelando um platé de atividade entre pH 8 e 9. Para evitar os efeitos do pH na hidrolise
espontanea dos substratos ligados a p-nitrofenol, que aumenta em funcdo do aumento do pH,
0 pH 8 foi escolhido para a continuidade dos experimentos.

A presenca de diferentes concentragdes de NaCl também foi analisada e BIEst2
apresentou um plat6 de atividade méxima entre 0,3 e 1 M NaCl (Figura 33B). Como a adicao
de 0,3 M NaCl ndo causou diminuicao na estabilidade térmica como aferido por thermal shift
assay (Figura 31), essa foi a concentragdo escolhida para a reacdo otimizada de BIEst2.
Quando o efeito da temperatura na atividade foi analisado, a enzima apresentou um
comportamento mesofilico. No entanto, um grande platd de atividade foi observado entre 20 e
55 °C, com pico em 45 °C (Figura 33C). A 60 °C a enzima reteve 20% da atividade, sendo
completamente inativada a 70 °C. O efeito da temperatura foi também analisado incubando
aliquotas da enzima até 72 h a 35 e a 45 °C. A enzima apresentou uma maior estabilidade
térmica a 35 °C, retendo 100% da sua atividade inicial ap6s 72 h de incubagdo (Figura 33D).
Porém, a 45 °C houve uma perda de 60% da atividade em 24 h de incubacdo. Como ha apenas
uma diferenca de 5% na atividade entre 35 °C e 0 pico em 45 °C, e a estabilidade a 35 °C é

bem maior, esta foi a temperatura escolhida para a reagcdo otimizada de BIEst2.
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4.3.6 Especificidade

A especificidade foi analisada medindo-se a liberagdo do produto p-nitrofenol
resultando da hidrélise p-nitrofenil ésteres com tamanho de cadeia entre 2 e 16 carbonos. Os
resultados apresentados na Figura 34 mostram que BIEst2 foi mais ativa contra o substrato
com comprimento de cadeia de 4 carbonos, p-nitrofenil butirato. No entanto, a enzima
manteve 20% de sua atividade para os outros substratos, exceto para p-nitrofenil palmitato,
para o qual a atividade caiu para 5%. Este experimento confirmou que BIEst2 possui atividade

hidrolitica contra ligacOes éster e apresenta um perfil de atividade de esterase e ndo de lipase.
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Figura 34 — Especificidade de BIEst2. A atividade foi calculada contra substratos de diferentes tamanhos de
cadeia de 2 a 16 carbonos. Reacdes foram conduzidas nas condi¢des otimizadas (35 °C, pH 8) com
1 mM de substrato.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4 Discussao

De acordo com o banco de dados ESTHER 3, BIEst2 é classificada na familia PGAP1
do bloco X. Essa familia abriga varias proteinas bacterianas hipotéticas similares a PGAP1,
que possuem funcgdo desconhecida e contém uma assinatura de sequéncia similar a de lipases.
PGAP1 é uma proteina de membrana do reticulo endoplasméatico que possui uma serina
catalitica e uma assinatura LIPASE_SER conservado de lipases (Prosite ID, ps00120) e
atividade fosférico éster hidrolase (GO: 0042578) e fosfatidilinositol éster hidrolase (GO:
0050185).2 Apresenta funcdo inusitol deacetilase de GPI, possibilitando que proteinas
ancoradas por GPI migrem do reticulo endoplasmaético para o complexo de Golgi, para assim
serem conduzidas a sua localizacdo final na membrana plasmética. A Unica enzima
caracterizada da familia PGAPL é a fosfolipase Tle4 que faz parte da familia Tlel-4 com
atividade fosfolipase Al e A2.!*® Porém, membros de Tlel-4 nfo possuem homologia
significativa com outras familias de lipases, sugerindo que essas enzimas podem representar
uma diversidade ndo caracterizada na superfamilia das lipases.'* De maneira similar, BIEst2
ndo possui identidade de sequéncia com outras enzimas, incluindo Tle4 ou PGAPL.
Aparentemente, ha uma vasta diversidade dentro da familia PGAP1. Ao mesmo tempo, a
maioria das proteinas sdo anotadas como hipotéticas e poucas enzimas tiveram suas atividades
caracterizadas e, até esse momento, apenas Tle4 teve sua estrutura determinada. 1sso ressalta a
necessidade de mais estudos nas enzimas PGAPL, ressaltando a importancia desse estudo.

BIEst2 apresenta um perfil de atividade de esterase, sendo mais ativa contra p-
nitrofenil butirato, apesar de ser mais relacionada as lipases do bloco L do ESTHER (Figura
22A) e a enzimas classificadas como lipases, como a fosfolipase Tle4 e as triacilglicerol
lipases PcL e PAO1. Um padrdo similar foi apresentado pela esterase EstW de Streptomyces

125 6la esta mais

lividans TK64 que, embora tenha maior atividade contra p-nitrofenil acetato,
relacionada as lipases verdadeiras da familia | de acordo com a classificaco classica,®’ do que
a outras familias, incluindo esterases. Além disso, EstW é classificada na familia 1.7, que é
parte da familia Lipase 2 do bloco X de acordo com o banco de dados ESTHER.
Adicionalmente, Javed e colaboradores compararam 27 enzimas classificadas como lipases a
respeito de sua especificidade com o substrato, que apresentaram ampla diversidade
abrangendo desde substratos de cadeia curta, como o p-nitrofenil butirato, até o longo p-
nitrofenil palmitato *%. Dessa forma, apesar do conceito classico de que lipases sdo ativas em
substratos de cadeia longa,?’ ha diversas enzimas classificadas como lipases e que sdo ativas

em substratos de cadeia curta. Outro dado interessante provém um estudo no qual a analise de
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288 lipases/esterases provenientes de metagenomas mostrou um padrdo de atividade de
“esterase” maior do que em relagdo ao padrao de lipase, com uma predominancia de hidrélise
enzimatica contra substratos de cadeia curta, com menos de 10 atomos de carbono de
comprimento.*?’

Apesar desses resultados e dos atuais parametros de classificacdo relacionados a
lipases e esterases, um busca via BLAST contra o PDB, juntamente com analises no Dali
Server, mostrou que as triacilglicerol lipases de P. cepacia, PcL (Kim et al. 1997) e de P.
aeruginosa, PAO1,'?° s&o as enzimas mais relacionadas a BIEst2. Embora o complexo Tle4-
Tli4 também ser classificada na familia PGAP1, ele apresenta baixa identidade de sequéncia
(14%) e Dali Z-score (15,2) quando comparado & mesma analise entre o complexo ProBIEst2
e PcL (28% de identidade de sequéncia e Dali Z-score de 21,4) e ProBIEst2 e PAOL (20% de
identidade de sequéncia e Dali Z-score de 22,5). Além disso, o alinhamento estrutural entre
BIEst2, PcL e PAOL apresenta mais sentido bioldgico uma vez que o dominio a/B-hidrolase e
facilmente sobreponivel, as fendas cataliticas possuem formato similar e os dominios lid
compartilham a mesma localizacdo (Figura 28A). Enquanto o alinhamento de BIEst2 com
Tle4, que compartilha da mesma classificacdo, ndo foi tao factivel (TM-score de 0,11) (Figura
29A). O constante aumento de estudos estruturais tem adicionado certas incertezas sobre o

126 que sdo baseadas majoritariamente em

sistemas de classificacdo de carboxilesterases
andlises de sequéncia de aminoacidos. Mesmo classificacGes que abordam de forma integrada
sequéncia, estrutura e funcdo, como o LED podem apresentar problemas uma vez que BIEst2
é classificada na familia abH18 de lipases de Bacillus, o que é coerente de acordo com a
similaridade com triacilglicerol lipases, porém pertencente a classe GX, que apresenta
especificidade para substratos de cadeia média a longa, 0 que ndo é o caso de BIEst2. Nesse
cendrio, BIEst2 pode compor um novo grupo de hidrolases de éster carboxilico.

De fato, BIEst2 apresenta uma caracteristica que ndo € amplamente caracterizada entre
lipases/esterases, os dominios C-terminal. Anélises de sequéncias de aminoéacidos mostrou
que outras enzimas ndo caracterizadas dentro da familia PGAP1 também apresentam
extensfes no C-terminal, além da regido do dominio catalitico o/B-hidrolase (Figura 22B),
que pode apresentam funcdo similar aos dominios Il e 11l presentes em ProBIEst2. Dominios
Il e Il fazem parte do pro-peptideo e andlises feitas nesse trabalho revelaram que eles agem
na inibicdo de BIEst2 por aprisionar o dominio lid e ocupar o sitio ativo. Isso pode acontecer
para assegurar que a enzima apenas ficara ativa apenas quando estiver na via correta,
possivelmente apos a secre¢do, uma vez que BIEst2 possui peptideo sinal do tipo Sec/SPI,

como previsto pelo servidor SignalP-5.0,"° indicando que BIEst2 é secretada antes de se



105

tornar ativa. A presenca do peptideo sinal configura um pré-pro-peptideo. Essa fungdo do pro-
peptideo é apresentado pelo peptideo Tli4 quando complexado com a fosfolipase Tle4,
inibindo a atividade na célula mae, e evitando que haja a degradacéo da propria membrana
plasmatica, constituindo um processo de auto-protecao. Processo similar € visto na lipase de
Rhizomucor miehei, Rml, que também é expressa na forma de pre-pro-peptideo 3. O
presente estudo também oferece evidéncias de que o pro-peptideo (dominios Il e Ill) €
requerido para um enovelamento correto, atuando como chaperona intramolecular, uma vez
que ndo foi possivel produzir de maneira solGvel a forma truncada de BIEst2 em diferentes
cepas de expressdo e utilizando diferentes protocolos de indugdo. Como os dominios Il e 11
estdo localizados no C-terminal e estdo envolvidos ndo s6 no enovelamento da estrutura
terciaria, mas também na inibicdo da atividade enzimatica, eles podem ser classificados como

chaperonas intramoleculares de classe .12
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45 Conclusodes

Este estudo promoveu a caracterizagdo de uma nova enzima de B. licheniformis, na
sua forma de pro-peptideo inibida, ProBIEst2, e na forma madura ativa, BIEst2. Esta enzima
apresentou enovelamento o/B-hidrolase e atividade hidrolitica em ligacGes ester. Embora
BIEst2 tenha apresentado um perfil de atividade tipico de esterases, tendo seu maximo de
atividade contra o substrato de comprimento de cadeia de quatro carbonos p-nitrofenil
butirato, ela é filogeneticamente mais relacionada a familias de lipases tipicas (EC 3.1.1.3 —
triacilglicerol lipases). Essa proximidade a lipases pode ser claramente observada
estruturalmente em dois fatores: devido a presenga de um dominio lid em localizagdo
conservada em triacilglicerol lipases; e fenda catalitica com a presenca dos bolsos n1, n2 e n3
que acomoda triacilglicerdis. Estes fatores abrem margem para discussdo sobre os atuais
critérios de classificacdo que diferenciam lipase de esterases.

Todos os resultados e discussGes apresentados neste capitulo ressaltam a importancia
de um estudo estrutural mais acurado das lipases ja conhecidas, uma vez que padrbes de
atividade e analises de sequéncia aparentemente ndo sdo o suficiente para estabelecer um
sistema de classificacdo representativo. Além do mais, por ser a primeira estrutura descrita de
caroxilesterase de B. licheniformis, todo o sistema de inibigdo descrito pode auxiliar na busca
por uma classificacdo mais representativa e por possiveis aplicacdes biotecnolégicas que

exigem a ativacdo da enzima em um passo especifico do processo.
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5 Conclusoes gerais

Ao longo desse projeto, pudemos avancar significativamente com a caracterizacao
tanto estrutural quanto bioquimica de duas enzimas alvo, as carboxilesterases de B.
licheniformis BIEstl e BIEst2. A resolucdo das estruturas cristalograficas foi de extrema
importancia por serem as primeiras descritas para a espécie. Os estudos com BIEst1 revelaram
caracteristicas relevantes como a capacidade desta enzima em trabalhar em condicGes
extremas, como altas concentracbes de sal, o que é de grande importancia para a
biotecnologia. Além disso, as analises estruturais revelaram que diferencas na forma,
arquitetura e hidrofobicidade do sitio de ligacdo ao substrato determina a especificidade de
lipases e esterases contra substratos com diferentes comprimentos de cadeia. Ja BIEst2
apresentou um mecanismo de inibicdo por um pro-peptideo formado pelo complexo com dois
dominios na regido C-terminal. Esse processo ainda ndo é extensivamente descrito para
lipases. Além os resultados forneceram evidéncias de que esses dominios funcionam como
chaperonas intramoleculares, sendo requeridos para o enovelamento correto da enzima. Para
ambas as enzimas encontramos incoeréncias entre a classificacdo segundo banco de dados e
os dados experimentais, indicando que os sistemas de classificagéo atuais de carboxilesterases
ainda ndo sdo representativos o suficiente para explicar a grande diversidade dentro desse

extenso grupo de hidrolases.
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Abstract Carbohydrate esterases (CEs) catalyze the de-0 or de-H-acylation by removing
the ester decorations from carbohydrates. CEs are currently classified in 15 families in the
Carbohydrate-Active Enzyme (CATy) database, which classifies a large vaniety of enzymes that
assemble, modify and breakdown carbohydrates and glycoconjugates. CEs hawve sgnificant
importance as biocatalysts in a vanety of bicindustrial processes and applications. Thas, the
understanding of molecular mechanisms involved in CE catalysis B esential. However, despite

a rather large number of enzymes classified as CEs, just a few have been studied biochemically
and only a handful has their three-dimensional structures. determined and analyzed. Here, we
present a brief overview of all curmently classified CE familbies, mainly focusing on the structures
and enzymatic activities of CEs.

Introduction

Hydrolytic enzymes that act on ester bonds, commonly
termed esterases, are widely wsed as biocatalysts in
industrial processes and biotechmology (Bomschewsr, 2002 ;
Jaeger & Eggert, 2007; Jaeger & Reetz, 1998). The carbohy-
drate esterases (CEs) represent a class of esterases, which
involves enzymes that catalyze the de-0 or de-N-acylation to
remove the ester decorations from carbofrydrates (Cantarel
et al., 2009). These enzymes are currently classified in
16 families in the Carbohydrate-Active Emzyme (CATy)
database, from CE1 to CE16. The CE family 10, howewer,
has been nullified since most of the members of this family

* Corresponding author.
E-mail; ipolikarpov@ifec.ep b (1. Polikarpoy).

hittp:/ # doddod .org s 10, 1016/ . bborl. 200 7 02000

appearad to be esterases active against non-carbohydrate
substrates, thus limiting the total number of CE families to
15.

The CATy database (http:/ fwew.cary.org/) is a curated
database which systematically organize information about a
large variety of enzymes that assemble, modify and break-
down carbotwdrates and glycoconjugates, the CAZymes,
classifying them according to their aming acid seguence
similarities and common structural folds. This classifica-
tion wsually reflacts enzymes mechanisms, protein fold and
structural features better than specificity, grouping encymes
with different activities together in five large classes:
Glycoside hydrolases (GHs), Glycosyltransferases (GTs),
Polysaccharide lyases (FLs), Carbohydrate esterases [CEs),
Aupiliary Activities (AAs). in addition, the Carbohydrate-
binding modules (CBMs), which do not exhibit catalytic
activity, are grouped together (Lombard, Ramulu, Drola,
Coutinho, & Henrissat, 2014).

2452-0721 /0 2017 Published by Elsevier Editora Ltda. on behalf of Sociedade Brasileira de Biotecnologia. This is an open access artiche
under the CC BY-HC-HD license (hitp: / fcreativecommons. org/licenses by-nc-nd /4,00 ).
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Esterases are widely apphicd i industrial processes due to thear versatility, regio- and cnantiosclectivity, lack of
cobactors and stability in organic solvents. Bacillus ficheniformis, 3 microorganism frequently used n mdustnial
and biotechnological applications such as dairy, haking, beverage, pullp and paper, detergent and cosmetics pro
duction, organic synthesis and waste management, is 2 promising source of esterases, Here we describe the bio-
chemical and biophysical characterization of B. licheniformis carbaxylesterase BIEST] and its SAXS derived
malecular envelope. BiEst1 has optimal hydrolytic activity against p-nitrophenyl acetate at pH 7.0 and 40 “C Fur-

o/ hydrolise thermore, BIEst1 s stable in dfferent onganic sobvents such as methanol, isopropanol and butanol. The BEstT ho-
Carbaxylesterases mology model reveals a typical aft hydrolase core with an adjacent auxiliary domain, snuggly ftting the
Hacillus Scheniormis experimental low-resolution SAXS molecular envelope. Morcover, SIEst1 maimtaned considerable part of its ac-
tivity in the presence of up to 5 M Na(l and its thermal stability was significantly enhanced by the p of salt,
revealing its halotolerant character, The ability to work under harsh conditions makes BiE<t] an intoresting can

didate for industrial applications.
© 2018 Elsevier BV. Al nghts reserved.
1. Introduction promoted by conformational changes of the cap domain that adopts

Carboxylic ester hydrolases comprise a diverse group of hydrolases
thar catalyze the cleavage and formation of ester bonds, which indudes
carboxylesterases or “true” esterases (EC 3,1.1.1) and triacylglycerol li-
pase or “true” lipases (EC 3,1.1.3). These two groups of enzymes form
the major class of at/f3-fold hydrolases [1-3], which are widely distrib-
uted in plants, animals and microorganisms. Carbaxylic ester hydrolases
are extremely versatile enzymes, accepting a wide range of substrates
while maintaining high regio-, chemo- and enantioselectivity [4.5).
Moreover, they do not reguire cofactors and are remarkably stable in
many organic solvents [6-8]. Such properties make both esterases and
lipases important molecular tools in biotechnology, which have a wide
applicability as biocatalysts in a variety of industrial processes [489].

Despite similarities of their catalytic mechanisms [10],
carboxylesterases have higher activity against short soluble acyl
chains, while lipases have increased activity for longer and insoluble
acyl chains [ 11). Lipases catalyze reactions on the lipid-water inter-
face via interfacial activation mechanism [12,13]. The activation is

* Correspondling author.
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(1 Polikarpon ).
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an opened conformation in contact with the water/substrate inter-
face [14,15). Carboxylesterases lack the cap domain and do not re-
quire interfacial activation for their activiry.

Bacillus licheniformis (taxonomic 1D: 1402) is a saprophytic, gram-
positive and endospore-forming bacterium, that has been isolated
from soil or plants |16}, Several features make B. Bcheniformis an organ-
ism of considerable interest for bioindustrial applications. It is acrobic or
facultative anaerobic microorganism, which inhabits various ecological
niches and environments | 17]. Moreover, its saprophytic behavior is re-
lated to copious amounts of enzymes production to assess different car-
bon sources [18]. B lcheniformis secretes proteins in the mediom, what
makes this organism an important producer of commercial enzymes
[19], It has GRAS (Generally Regarded as Safe) status according to the
U.S. Food and Drug Administration, being not pathogenic to humans
120]. A number of genes with potential biotechnological applications
were identified in the B. licheniformis genome including proteases,
pectinases, lipases and other enzymes that degrade polysaccharides
|16}. Besides this, bacterial enzymes are interesting due to the casy pro-
duction, low cost, mutations susceptibility and for being versatile and
stable in many conditions [21]. Thus, molecular and biochemical infor-
mation regarding B. licheniformis carboxylesterases are of interest 1o
biotechnology research, since B. licheniformis enzymes are applied in a



