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“Um galo sozinho nao tece uma manha:
ele precisara sempre de outros galos.
De um que apanhe esse grito que ele

e o lance a outro; de um outro galo

que apanhe o grito de um galo antes

e o lance a outro; e de outros galos

que com muitos outros galos se cruzem
os fios de sol de seus gritos de galo,
para que a manha, desde uma teia ténue,
se va tecendo, entre todos os galos (...)".
Joao Cabral de Melo Neto (1920-1999).






RESUMO

DE ARAUJO, E. A.Caracterizacdo estrutural e funcional de uma xilogicanase de
xanthomonas campestris. 2013. 92 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciadniversidade
Federal de S&o Carlos, Sao Carlos, 2013.

Xiloglucanases (Xghs) sdo enzimas envolvidas naadegdo da parede celular vegetal pela
modificacdo do polissacarideo xiloglucantanthomonas campestr{¥cc) € uma bactéria
fitopatogénica que produz um grande numero de laisies de glicosideos (GH) e apenas uma
GH da familia 74. Uma xiloglucana¥ecXgh da familia GH 74 foi clonada e expressa de
forma heterdloga enk. coli. A enzima recombinante foi purificada por cromaafig de
afinidade Ni-NTA e separacéo por exclusdo molecltasa enzima tem maior estabilidade
funcional na temperatura 40 °C e pH 5,3; é espacffara a hidrdlise de xiloglucano e sua
atividade especifica determinada foi 9,31U/mg.mReio de espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS) foi possivel determinar para duasrdiites construcfes desta enzima, uma
com mutacgdo e outra sem mutagdo, as curvas delidsidd térmica diferentes para cada uma
delas; isso reforca a estreita relacdo entre estrig funcdo da presente enzima. Apos a
cristalizacao, conjuntos de dados de difracéo foralatados para a enzima na forma apo e
dois complexos com glicose na resolucio maxima,de2?1 e 2,7 A, respectivamente. Os
dados foram indexados no sistema cristalino hexagoom os parametros de célula unitaria
a=b =153,4 A e c=84,9 A. Os resultados do escalentarindicam que os cristais pertencem
ao grupo espacial P®u o seu enantiomero £ determinagao estrutural por substituicao
molecular deixou claro que o verdadeiro grupo eapacPg. Os ligantes de glicose obtidos
por “soaking” com glicose pura e produtos da hidedlde xiloglucano podem estar
correlacionados com a atividade catalitica destainen A determinacdo da estrutura
tridimensional, como também os resultados funcgnadntribuem para a compreensao da
maquinaria molecular das enzimas membros da fai@i#ia74 e lanca novas perspectivas
estruturais sobre 0 modo de agéo das xiloglucamasgmlissacarideos de xiloglucano.

Palavras-chave: Xiloglucanaségnthomonas campestriSnzimas.






ABSTRACT

DE ARAUJO, E. A.Structural and functional characterization of a xyloglucanase from
Xanthomonas campestris. 2013. 92 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciadhiversidade
Federal de Sdo Carlos, Sao Carlos, 2013.

Xyloglucanases (Xghs) are important enzymes inwblue xyloglucan modification and
degradation. XanthomonaampestrigXcc) is a phytopathogenic bacterium which produces
a large number of glycosyl hydrolases (GH), but tuialy one family 74 GH (Xcc-Xgh). A
XceXgh xyloglucan-specifiendop-1,4-glucanase from family GH74 has been clonethfro
the Xanthomonas campestiyy expression cloning i&. coli. The recombinant enzyme was
purified by resin another Ni-NTA column and gel meation chromatography. The
recombinaniXccXgh is stable at pH of 5.3 and temperature belOWN4 the specific activity
this enzyme were determined such as 9.31U/mg profghis enzyme was purified and
crystallized. Diffraction datasets were collected hative enzyme and its two complexs with
glucose at maximum resolution of 2.0, 2.1 and 2.7e8pectively. Data were indexed in the
hexagonal crystalline system with unit-cell paraene@t=b=153.4 and c=84.9 A. Data scaling
indicated that crystals belong to either space gi®@ or its enantiomorph R6Translation
search in molecular replacement calculations solliecspace group ambiguity (f@&nd the
structure refinement is currently in progress. Thkaicidation of the three-dimensional
structure by SAXS and Crystallography of this eneywill increase our understanding of
structure—function relationships of the GH74 familyembers and might provide new
structural insights about xyloglucanases mode tidaon xyloglucan polysaccharides.

Kayword: Xyloglucanase{anthomonas campestrisEnzyme.
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1. Introducao

1.1 Panorama Geral

Enzimas sdo biomoléculas que catalisam reacOesiagsinespecificas de grande
importancia em muitos campos da bioquimica e cdnda vida. S&o de grande interesse para
a industria biotecnolégica, como também a de faoma@LCANTARA et al, 2013).
Enzimas sdo moléculas biolégicas de diversificddagdes para a manutencdo das reacoes e
na maior parte das vezes especializadas para usrandeada reacao (NAMt al, 2012).

Quanto a sua obtencao, tém sido isoladas e puldfica partir de microrganismos,
animais e plantas, entre os quais 0s microrganise@m®sentam a fonte mais comum de
enzimas por causa da sua grande diversidade, igdeadel da cultura e facilidade de
manipulacdo genética (ZHANG; KIM, 2010). E claroeqisso depende em muito da
finalidade de uso das enzimas.

No caso especifico de enzimas que agem sobre aleparelular de plantas
degradando-a, busca-se entender quais os mecansoieilares especificos usados para tal
acao. A degradacao de polissacarideos da paradarcetgetal € de grande importancia nas
industrias de papel e téxtil, como também na prédudo etanol de segunda geracado; a
degradacédo enzimatica da parede celular de pltrtasecebido maior atencéo recentemente
em grande parte para elucidar as suas caractasiggiruturais e funcionais (DE VRIES;
VISSER, 2001).

Certamente o entendimento estrutural das enzimdsv& em grande, aos avancos da
Cristalografia de raios-X. Os avancgos iniciais aestea se deram em grande parte pelos
trabalhos pioneiros sobre a arquitetura da mioglb(KENDREW et al., 1960) e
hemoglobina (PERUTZ et al., 1960), como tambémuai@hcdo da estrutura 3D da dupla
hélice do DNA (WATSON; CRICK, 1953). Além disso, entendimento da radiacéo
sincrotron e a construcdo de grandes Sincrotraasnfge ainda séo!) fundamentais para a
determinacdo e elucidacdo de macromoléculas (MAFFOV2007). Particularmente, o
Brasil atualmente projetou a construcdo de uma fiovee de luz sincrotron, Sirius, com
melhor desempenho que alguns dos melhores Sintrdtranundo como Diamond - Reino
Unido e SOLEIL — Franca (WADE, 2013; LIU et al.,13&), o que certamente colocara a
ciéncia brasileira em maior destaque no cenariernational, principalmente na area de
cristalografia de macromoléculas com a construghestiacdes esperimentais voltadas para a

difragcdo de monocristais.
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A importancia desta técnica é validada pela quadédde algumas dezenas de
trabalhos laureados com Nobel nas mais diversas @@ ciéncia (Fisica, Quimica, Biologia,
Medicina), como mais recentemente por Kobilka (30Ramakrishnan, Steitz, e Yonath
(2009); Kornberg (2006); Mackinnon (2003) e Walke®97), (BOGAN, 2013).

Recentemente, 0s avangos mais promissores estado®bo espalhamento de raios-
X em nanocristais (no inglés: X-ray free electraselr-XFEL), (SCHROER et al., 2008). Essa
nova tecnologia tem as vantagens de superar os dknoadiacdo da amostra, permitindo
uma abordagem a temperatura ambiente, além de di$egade difracdo de micro ou
nanocristais individuas serem obtidos quase em derepl, principalmente no caso de
moléculas que sédo dificeis de cristalizar e, ptotaé@ uma técnica que ja se tornou muito
valiosa para a cristalografia de macromoléculasRBX et al., 2011).

Focando a analise de proteinas e outros materiaigitos em solugcdo, o
espalhamento de raios-X a baixo angulo (sigla egieés) SAXS) tem sido fundamental para a
andlise da estrutura da matéria condensada e pliescées em macromoléculas bioldgicas
(SVERGUN; KOCH, 2002). Historicamente foi usadogaredir o tamanho de moléculas,
mas com o tempo, evoluiu como sendo uma técnicatiena caracterizacdo e quantificacéo
das forcas que governam o comportamento das bicolag em solucdo, com grande
impulso devido ao uso da radiagdo Sincroton, bemocdos recursos computacionais para
interpretar as medidas de SAXS (FISCHER et al.92Z0010N, 2007).

1.2 Material da Biomassa Vegetal

A matéria vegetal oriunda dos processos de fotiessindas plantas esta relacionada
com o acumulo de carbono na biosfera Terrestre Bsserial vegetal denominado biomassa
tem como constituinte basico acucares que formawm ecomplexa rede na matriz da parede
celular. Entretanto, para obter esses acucaresuas) fermas monomeéricas, é preciso a
compreensdao em escala molecular dos mecanismassfisi quimicos que permitem a
disponibilizacdo desse material da parede cel@atredetais (DING et al., 2012).

Quanto a diversidade, a biomassa é o principal coemte seco da parede celular da
planta, sendo constituido por celulose, hemicetuldignina, embora a propor¢do de cada
um destes constituintes dependa fortemente deetgmagem da planta nas propor¢des médias
(m/m): 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulodgréna 5-30% (JAGER; BUCHS,
2012). Esses materiais sao reservas naturais eaeis de estoque de carbono disponivel na
natureza.
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1.3 Celulose

A celulose é um biopolimero de cadeia linear foronpdr uma “espinha” dorsal de
residuos de glicose unidas por ligacfes fifdg4-glucosidicas, onde cada cadeia de celulose
tem uma extremidade redutora e uma extremidadeethdora (KLEMM et al., 2005). As
cadeias de celulose individuais sao montadas erdades maiores chamadas fibrilas
elementares ou protofibrilas, as quais sdo orgdagza&m microfibrilas (JAGER; BUCHS,
2012). A ordem de disposicado das microfibrilas lavl@rmacao de uma estrutura altamente
organizada e cristalina, porém, nem sempre a cautem uma forma completamente
cristalina e, neste caso, passa a formar regidesfasnem diversos graus e proporcoes
(LYND et al., 2002). O conjunto de microfibrilas dagem a uma estrutura macrofibrilar que
é incorporada na matriz de hemicelulose e lignera gstabilizar a parede celular (GANAN
et al., 2007), Figura 1.

Lamela média

Parede celular
primaria

Membrana
plasmatica

Hemicelulose

50 nm

Figura 1: Organizacgéo estrutural da parede cetldgplantas mostrando a organizacdo estrutural kgtieas,
celulose e hemicelulose na matriz da parede celdir vegetais. Adaptado (PARK;
COSGROVE, 2012). Em vermelho é mostrado a hemel@m forma de “bastdo” € mostrado
a celulose e em cinza a lignina.

1.4 Lignina

Além do material celulésico e hemiceluldsico, aniia € um biopolimero com a
funcdo de aumentar a resisténcia da estruturarddgaelular. Funciona como uma barreira a

acdo de celulases e hemicelulases, mas pode sevidampela acdo de ligninases e
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peroxidases, de modo a deixar as estruturas desela hemicelulose susceptiveis para que
possa ocorrer a sua hidrélise (LEWIS; YAMAMOTO, 099

1.5 Hemicelulose

Outro componente da parede celular vegetal é a ce@ruse. Este € um
polissacarideo amorfo que depende da espécie k@ glian particular quanto a diversidade na
composicao; seus polissacarideos mais frequentasdq hidrolisados, produzem: pentoses
(D-xilose e L-arabinose); hexoses (D-galactoseitbge e D-manose) e acido glucurdnico
(SCHELLER; ULVSKOQOV, 2010).

Em termos de disposicao espacial, a hemicelulogehanas microfibrilas individuais
e, desta maneira, junto com a lignina e celulosefete estabilidade mecanica ao complexo
formado e também impede a degradacdo das célulgdadta por agentes quimicos e
biolégicos (DING et al., 2012; HAYASHI, 1989). Altela 1 resume a ocorréncia dos
principais polissacarideos hemicelolosicos da maredlular priméria e secundaria em

algumas espécies de plantas.

Tabela 1 Ocorréncia de hemicelulose nas paredes primariseoceindarias de plantas. Quantidade de
polissacéarido na parede (% m/m). a - Nameros sEoestipicos; valores reais variam entre as
diferentes espécies e tipos de tecido. b e -, &isam menor; +, presente, mas os dados
guantitativos ndo estéo disponiveis. Adaptado (SQHR; ULVSKOV, 2010)

Parede de Parede de Graminea Parede de
Dicotiledéneas Gimnospérmas
(coniferas)

Polissacarideos (%) Primaria Secondaria Primaria Secondaria Primaria Secondaria

Xiloglucano 20-25 Menor 2-5 Menor 10 -b
Glucuronoxilano - 20-30 - - - -
Glucuronoarabinoxilanc 5 - 20-40 40-50 2 5-15
(Gluco)manano 3-5 2-5 2 0-5 - -
Galactoglucomanano - 0-3 - - +b 10-30
B-(1—3,1-4)- Ausente Ausente 2-15 Menor Ausente Ausente
glucano

Dentre os polissacarideos de maior ocorréncia daickilose, além do xilano e
glucomanano, o xiloglucano (XG) é um dos principaosistituintes presentes nas paredes

celulares de algumas plantas, principalmente redpgsrimaria.
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1.6 Xiloglucano

Presente principalmente em plantas superiores528-2 em pequenas quantidades,
2-5%, em gramineas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010), cogno caso do bagaco da cana de
acucar, os xiloglucanos (XGs) representam grangeitéincia como constituintes da parede
celular de vegetais. Estd relacionado com a atquétecelular da matriz “celulose-
hemicelulose-lignina”, sendo fundamental no cresaitm de plantas superiores (HAYASHI,
1989). Na matriz da parede celular, os xiloglucadnonam uma rede complexa que interage
com as microfibrilas de celulose, o que confergleg e a capacidade de extensédo da parede
celular de dicotiledéneas e algumas monocotiledd(MdARTINEZ-FLEITES et al., 2006).

Estruturalmente, os XGs tém uma cadeia princigadali constituida por glicoses
ligadas por ligaces glicosidicfg1—4) com hetero-ramificagbes (CARPITA; GIBEAUT,
1993;PENG et al., 2012Fjgura 2 As ramificacbes podem ser de unidades de xikikese-
galactose ou xilose-galactose-fucose, dependendspuizcie vegetal (PARK; COSGROVE,
2012).

Figura 2- Estrutura basica do xiloglucano baseada em cdtbgetras. Nesta figura, sdo mostradas as priscipa
ramificagbes do xiloglucano tomando como referénaiacadeia principal de glicose.
Endoglucanases, incluindo GH 74, tipicamente cliwaligacao glicosidica do residuo de glicose
ndo ramificado (seta) gerando oligossacarideogorksas mais comuns no caso do xiloglucano
da semente de Tamarindo incluem XXXG (x = 0, y RGs H), XLXG (x =1,y =0, R = H),
XXLG (x=0,y=1,R=H) e XLLG (x =1, y =1, RH), enquanto que para as dicotiledéneas
€ XXFG (x =0,y =1, R= Fucose). Adaptado (MARBZ-FLEITES et al., 2006).

A nomenclatura usual para denotar os xiloglucanesndo hidrolisados em seus
oligossacarideos consiste em tomar cada glicosadksia principal identificando-a de forma
adequada de acordo com o ultimo monossacaridatnligesta: G se ndo estiver ligada a

outro monossacarideo, X se estiver ligada a xilbose a xilose estiver ligada a uma

galactose e, F se esta galactose tenha uma fucassira por diante (FRY et al., 1993).
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Certamente os xiloglucanos sdo muito interessadgspelo aspecto estrutural, sua
biossintese e modificacdo enzimética, morfogénaspadede celular vegetal, quanto pelas
suas aplicaces tecnologicas na industria farm@egunduistria de alimentos, industria de
papel, indastria téxtil, industria agropecuariajicagdes biomédicas; como também na
modificacdo da fibra de celulose, e principalmente producdo de biocombustiveis de
segunda geracdo (MISHRA; MALHOTRA, 2009).

No entanto, para obter os constituintes da mali@nacelulésica em polimeros mais
simples, € necessario desagregar (desfazer) asaumdrie coesa matriz da parede celular
vegetal. Essa acdo pode ser realizada por ageiniégitos para a conversdo a agucares
monoméricos. Uma abordagem que vem se mostrandoigsaa é o uso de enzimas
denominadas hidrolases de glicosideos (GHs) corantes promotores da despolimerizacéo
da biomassa, as quais podem ser obtidas de vamaidosrganismos, tais, como bactérias e

fungos.

1.7 Hidrolases de glicosideos

A superfamilia das hidrolases de glicosideos (EEZ13) abrange enzimas que
apresentam notavel diversidade funcional e estaltitais notadamente, sdo caracterizadas
por hidrolisar a ligacéo glicosidica entre doishaais hidratos de carbono ou entre um hidrato
de carbono e uma porcdo de ndo hidrato (HENRISSPHERI; WARREN, 1998). A
nomenclatura usual dessas enzimas € baseada r#ieslpele por determinado substrato e,
ocasionalmente, sobre o seu mecanismo molecularpygoo lado, essa classificagdo nao
reflete as caracteristicas estruturais destas aszpuorque toma como base as semelhancas
sequenciais dos aminoacidos e a analise dos agemp@snhidrofobicos (HENRISSAT,
1991). Até o momento, essas enzimas sao dividisasais de 130 familias com sequéncias
génicas depositadas, na maior parte dos casosyneo ble dados de proteinas que agem sobre
carboidratos - CAZy - (no inglés “Carbohydrate-AetiEnzyme database”), que inclui as
celulases e hemicelulases, as quais podem posdaminio catalitico e 0 modulo de ligacao
a carboidratos - CBMs (HIMMEL et al., 2007; CANTARIEt al., 2009).
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1.8 Celulases

As celulases sao diferenciadas de outras hidrotesgticosideos pela sua capacidade
de degradar o material celulésico (LYND et al., 20Mecanicamente, sao divididas em trés
grandes grupos de enzimas: endoglucanases (EC43,2g%oglucanases (EC 3.2.1.91p-e
glucosidases (EC 3.2.1.21).

As endoglucanases (EC: 3.2.1.4) sao classificadadamilias GH 5, 6, 7, 8, 9, 12,
44,45, 48 e 51. O grupo das exoglucanases € addstitpor celobioidrolase e
glucanoidrolase. As celobioidrolases | e Il (EQ.B.91) pertencem as familias GH 7 (CBHI)
e 6 (CBHII), respectivamente, enquanto a glucaontade (EC: 3.2.1.74) pertence as familias
GH 1 e 3. A terceira classpsglicosidase (EC: 3.2.1.21), por sua vez, sao ifleadas nas
familias GH 1, 3, 9, 30 e 116 (HENRISSAT, B., DAAE2000).

As endoglucanases agem internamente nas regide$aando polimero de celulose
liberando como produto principal da hidrolise dsger oligossacarideos com novos terminais
redutores e ndo redutores; japaglucosidases promovem a hidrélise dos substratiosess
celodextrinas e celobiose a glicose (LYND et &02).

A CBHI é uma enzima que hidrolisa as cad@ds4-ligacdes de celulose a partir de
sua extremidade de reducdo, enquanto que a CBMd ab ligacde$-glicosidicas por um
mecanismo de inversao e, principalmente, a padirficll da extremidade n&o redutora
(PENTTILA et al., 1988; DIVNE et al., 1998).

Essas enzimas sdo constituidas por um dominioteatatentral (CCD) conectado,
em alguns casos, a um dominio de ligagdo a celuldSBM(TOMME et al., 1988). O
dominio catalitico da CBHI e CBHII tem em sua dsittai um “tinel” (cilindrico) formado
por “loops” (DIVNE et al., 1994; KLEYWEGT et al.997), no qual o substrato € acomodado
na hidrolise. Nas estruturas de endoglucanaseseediva fenda aberta para ligacdo ao
substrato (KLEYWEGT et al., 1997). Essa diferengdrueural entre exoglucanase e
endoglucanase, indica que os modos de acdo nosatobssao ditados pela forma de seus
sitios ativos (DAVIES; HENRISSAT, 1995).

1.9 Hemicelulases

Além das celulases, as hemicelulases sdo enzineprgmovem a degradacdo da

parede celular das plantas. As hemicelulases msigdadas até o momento sao,
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principalmente, xilanases (EC 3.1.1.73), mananases (EC 3.2.1.25),
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) xiloglucands€s3.2.1.151) (CANTAREL et al., 2009).

Quanto a estrutura, as hemicelulases sdo normainmnteinas modulares e, em
algumas vezes, apresentam moédulos funcionaiscoam CBMs, além dos seus dominios
cataliticos; sao pertencentes a mais de 20 diesdamilias de GHs (1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11,
12, 16, 26, 27, 36, 39, 43, 44, 51, 52, 53, 54,627,67 e 74), (DASHTBAN; SCHRAFT;
QIN, 2009; SHALLOM; SHOHAM, 2003).

1.10 Hidrolases de glicosideos da familia 74

As hidrolases de glicosideos da familia 74 (GHs&) enzimas com variados modos
de acéo sobre polissacarideos: endoglucanase @ELA43, celobioidrolase especifica para
terminais finais de oligoxiloglucano (EC 3.2.1.150yiloglucanase (EC 3.2.1.151)
(http://'www.enzyme-database.org/GH74). Estas erzit@a sido encontradas em plantas,
fungos e bactérias.

Estudos funcionais indicam que essa familia de @#i®lisam as ligacdes de varios
B-1,4-glucanos, com maior atividade relativa paragkicano e também oligossacarideos
deste (CHHABRA; KELLY, 2002; HASPER et al., 2002%ceto a Cel74 d@&hermotoga
maritimacom baixa atividade para xiloglucano (CHHABRA; KB, 2002). Nesse sentido,

a literatura atual destas enzimas indica uma \adiedde mecanismos de agdo quanto a
degradacdo dos materiais da parece celular, enasocaracteristicas estruturais da familia
GH 74 nao sejam ainda bem compreendidas quanfeeaifsidade por xiloglucano.

Até o momento, apenas trés estruturas de xilogassmnda familia GH 74 foram
determinadas em resolucdo atébmica. A variedade gé@® aessas enzimas € um fato
interessante tendo em vista que as respostas gsrapiossivelmente, estejam relacionadas
aos aspectos estruturais. Entretanto, algumas kmdogses de reducdo especifica de
terminais de xiloglucano tém sido encontradas c@mhama atividade comparadas com
outrasp-glucanases (GRISHUTIN et al., 2004; PAULY et 4B99), o que justifica maior
investigagdo da acgdo enzimatica desta familia, cedpeente olhando para o bindmio

“estrutura-fungao”.
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1.11 Xiloglucanases

No modelo classico de parede celular de vegetsigil@glucanases, juntamente com
as expansinas, agem no afrouxamento da paredercéKAEWTHAI et al., 2013). De
acordo com os modelos atuais para a degradacaareldepprimaria de plantas (Figura 3), as
xiloglucanases hidrolisam o xiloglucano ligado dulose promovendo a exposicdo da
celulose a agentes que a hidrolisam (COSGROVE; JBR2012).

Os trabalhos relatam que as xiloglucanases se gapsgnparticularmente, nas GHs
das familias 5, 12, 16, 44 e 74 (GILBERT; STALBRANBRUMER, 2008). Algumas GHs
presentes nas familias GH 5 (GLOSTER et al., 208A,12 (YOSHIZAWA et al., 2012),
GH 16 (BAUMANN et al.,, 2007) e GH 74 (MARTINEZ-FLEES et al., 2006) séo
especificas para xiloglucano e/ou oligoxiloglucaenguanto outras tém acao catalitica
agonista entre xiloglucano e outros substratos,océno caso da GH 44 delostridium
thermocellum(ARIZA et al., 2011). As familias que apresentaiwidade pouco especifica
guanto a acéao catalitica sobre o xiloglucano sawipalmente as GH 5 e GH 12 (CHEN et
al., 2012;YOSHIZAWA et al., 2012).

Figura 3- Desenho do modelo da parede celular primariguaé o xiloglucano (fios finos) liga-se a supeHici
das microfibrilas de celulose (barras grossasinamdo uma matriz de suporte da célula vegetal.
O semicirculo (parte superior esquerda) em amamegioesenta as enzimas xiloglucanases.
Retirado (PARK; COSGROVE, 2012).

Essa acéo das xiloglucanases sobre a parede gaioNaca o afrouxamento na matriz

da parede celular e o consequente aumento daéetaatao para outras enzimas, Figura 4.



36

Figura 4 - Modelo hipotético da acédo das xiloglucanasesatado como o entrelagamento de glucanos (em
preto) desordenados as microfibrilas (vermelho)espectivo alongamento da parede. Retirado
(PARK; COSGROVE, 2012).

Com isso, had o aumenta da capacidade de extendd® efeitos de alongamento da
parede, semelhante aos incorporados pelas expansmagparede vegetal (MCQUEEN-
MASON; COSGROVE, 1995).

Em termos estruturais, essas enzimas reservam algumlaridade na estrutura

secundéria entre si, ja que todas tém enovelantipotfolhasg, Figura 5.
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Figura 5 - Relag8o dos tipos de enovelamentos estrutursdrities para as enzimas caracterizadas como
xiloglucanases. Retirado (GILBERT; STALBRAND; BRUNRE2008).

1.12 Modos de acédo mais conhecidos

Os modos de acdo das GH 74 recentemente tém sitionde discussdes acerca da
especificidade enzimatica deste grupo quanto a insam hidrolisar o polissacarideo
xiloglucano. Até o momento, foi relatado que as BHagem como exoxiloglucanases e
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endoxiloglucanases; como endoxiloglucanases, as T™@H®mM sido reportadas tendo acgéo
contra xiloglucano a maneira das endoglucanasessicéds, como também de forma
endoprocessiva; ja as exoxiloglucanase agem defsimilar as celobiohidrolases.

Tipicamente, as GH 74 que agem como endoenzimeaancinternamente a ligacéo
glicosidica do xiloglucano no residuo de glicose rdmificado, originando como produtos
“classicos” XXXG, XLXG/XXLG e XLLG oligossacaridepsentdo, como resultado desta
hidrolise, as GH 74 que processam o xiloglucanaumea forma “endo” acabam liberando
quatro tipos de residuos de glicose cada vez qaeamat o carboidrato (MARTINEZ-
FLEITES et al., 2006).

Por outro lado, algumas GH 74 tém preferéncia ppolimerizar os oligossacarideos
de xiloglucano, as quais sdo anotadas como cetivblases ou oligoxiloglucanases porque
reconhecem especificamente as extremidades reduteraligossacarideos de xiloglucano e
liberam dois segmentos de residuos de glicose ta gastas extremidades (YAOI et al.,
2009); os produtos de hidrdlise mais classicogdséipo GG, XG, ou LG.

Embora ja se tenham informacdes tanto estrututzastq funcionais, ainda nao se
compreende bem a agédo destas GHs. Uma propostaraedpeculativa, para 0 mecanismo
de acdo seria que durante a hidrolise as enzintesypatuar no xiloglucano de modo “endo”
e depois da hidrélise da ligacdo interna, uma miytpolimero dividido deixa o local do sitio
ativo, enquanto a outra € hidrolisada processivean@RISHUTIN et al., 2004), o que pode
justificar a padrao de hidrdlise de algumas destds4.

As informacgBes obtidas sobre o tipo de produtosrdiios na hidrélise das GH 74
sobre xiloglucano e seus derivados fornecem padasspecificidade de substrato e o modo
de acdo. De fato, o conhecimento das bases malesudaestruturais serve de guia para

“mapear” a agdo enzimatica e hidrolitica.

1.13 Classificacao estrutural

Classicamente, todas as estruturas das enzimas4Gtensistem de dois dominios
formados pela repeticdo dos motivos “foliffds-formando um bolsdo que acomoda o
substrato e faz uma interface de clivagem com as$duwes cataliticos no meio deste
(MARTINEZ-FLEITES et al., 2006;YAOI; MITSUISHI, 209). Essa interface entre os dois
dominios fica exposta ao solvente, sendo a masporesavel pela interacdo com o substrato e

localizacdo de alguns residuos de importanciaitesa(Figura .
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Figura 6 — Enovelamento caracteristico da familia GH 74. £fem-se uma visdo das principais estruturas
secundarias destas enzimas. Em A e em B tem-gdeutuess de GH74 com um Heptassacarideo
no seu sitio ativo. Na figura a esquerda é mostraddisposicdo do heptassacarideo de
xiloglucano quando interage com o sitio catalitioa; figura central é mostrado que esse
heptassacarideo é clivado internamente no resi@uglidose ndo ramificado; a direita é
mostrado, ainda, esse mesmo heptassacarideo aocaidlitico da GH74 mostrando que o
oligossacarideo de fato fica entre os dois domigiges fazem a interface catalitica. Retirado
(MARTINEZ-FLEITES et al., 2006).

A topologia global das GH 74, tomando como basesidituras disponiveis até a
presente data, € extremante conservada quantamaelamento tipg-hélice. Por outro lado,
as regides mais flexiveis se encontram nos “loapfistamente nos “loops” que pode estar a
diversidade de acdo das GH 74. As estruturas diggisrpara acesso livre estdo depositadas
no banco de dados de proteinas — PDB (no inBi&gein Data Bank sdo: uma de
Clostridium thermocellunF7/YS (2CN2 e 2CN3), (MARTINEZ-FLEITES et al., Z8)0
outras duas dé&eotrichum spM128 (1SQJ e 3A0F), (YAOI et al., 2009: 2007).

Martinez-Fleites e colaboradores (2006) usando tatoigrafia de raios-X
demonstraram que o sitio catalitico da endoxilagliase tem uma grande superficie em
forma de fenda formada na maior parte por “loopsé djgam as folha$ em ambos os
dominios. Destacaram também que alguns destess™¢opr206-Asp217, Thr291-Asn298, e
Asp524-Asp527) estdo desordenados na estruturaempgpianto que na complexada com
heptassacarideo estas regides de alguma forma ficdenadas e interagem com o ligante.
Neste mesmo trabalho foi possivel identificar deisiduos de Aspartato como tendo uma
possivel funcdo de acido e base (Asp480 e Aspgpectivamente), os quais se localizam na
fenda que responde pelo sitio ativo onde a mutdedqualquer um destes residuos para
Alanina, resulta na total falta de atividade.

Sobre 0 modo de acdo das GH 74 semelhantes a aidiobases, Yaoi e
colaboradores (2004: 2009) demostraram que a prefexr por oligossacarideos de
xiloglucano esta relacionada diretamente com aepgsde um “exoloop” (Gly375-His385),

regido em vermelho na figura 7B. Neste sentidoe €4s0p” causa impedimentos
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“mecanicos” para a acomodacao da enzima no megulbstrato. A retirada deste “loop” da
exoenzima produziu hepta, nona e hoctassacariglequal a xiloglucanase delostridium

thermocellun{Figura 7), quando a hidrélise foi feita sobre gilecano.

Figura 7 — Figuras A e B mostram a superficie das GH 74 eomgido do sitio ativo interagindo com o
substrato. Em A uma tipica endoxiloglucanase, eomfa tipica exoxiloglucanase. Retirado de
(MARTINEZ-FLEITES et al., 2006). Em azul é mostradoheptassacarideo de xiloglucano
ligado no sitio catalitico da estrutura das GH Bddas por difracdo de raios-X. Em vermelho é
mostrado a regido predita como responsavel petaeagiiloglucanase.

Portanto, essa regido flexivel é responsavel palaagdo de algumas enzimas e sua
delecdo acarreta a perda de especificidade pgkgelin de oligoxiloglucano a partir de suas
extremidades reduzidas, resultando no modo de seawlhante as endoxiloglucanases;
também foi possivel identificar os residuos de addidos cataliticos (Asp35 e Asp465) em
posicdes equivalentes as de 2CN3, ambos localizeamesmas posi¢cdes dos dominios N e
C —terminal (YAOI et al., 2009).

Mesmo com alguns trabalhos relatados na literagobae a funcdo das GH 74, ainda
nao se sabe exatamente o porqué de a diversidadead@o ser tdo pronunciada em uma
familia com poucos representantes. Ainda, ndo fomatados quais sdo de fato os residuos
gue promovem a catdlise do xiloglucano. Assim, meponto de vista estrutural, este é um
grupo de enzimas pouco estudado.

Somando-se a isso, a busca por enzimas hemiceksddéi de fato um dos grandes

desafios na rota tecnologica para a producéo deleda segunda geracao, particularmente de
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organismos bacterianos por conferirem maior rendimes facilidade na obtencéo de

enzimas.

1.14 Organism&anthomonas campestris

O géneroXanthomonag um grupo diversificado e economicamente imptetale
bacterianas fitopatogénicas, as quais pertenceobdivisdo Proteobacteria (DA SILVA et
al., 2002). As bactérias Xanthomonadales séo gnaewie conhecidas por provocarem uma
variedade de doencas em mais de 400 plantas de agi@-econémico, incluindo tomate,
repolho, pimenta, banana, arroz, uva, péssegoxananéndoa, café e outras (NAUSHAD;
GUPTA, 2013). Xanthomonas campestris pv. Campes{i¥€c) € uma bactéria Gram-
negativa capaz de sintetizar uma grande variedadmzmas extracelulares que hidrolisam
os diferentes tipos de substratos, bem como prodexzopolissacarideo xantana com larga
aplicacdo na industria farmacéutica e alimentit&( et al., 2012). Além disso, € causadora
da podriddo negra, doenca que afeta as planta8ecasccom sintomas que incluem clorose
marginal das folhas e escurecimento do tecido Vasculminado com a necrose (VICENTE;
HOLUB, 2013).

Analisando os dados de sequéncias gendmiea dampestrigestirpe ATCC33913 no
CAZy (CANTAREL et al.,, 2009), o gene Xccl752 (GenBa NP_637119.1) foi
identificado. Este gene foi anotado no CAZy comoaupossivel celulase (81,14 kDa)
pertencente as GH 74.

Tendo em vista 0s recentes aumentos de genes @ejpssno CAZy para diversas
familias de GHs, dos quais apenas cerca de 3%rdesnas tém caracterizacdo bioquimica,
engquanto que a informacgéo estrutural tridimensiestd disponivel apenas para 0,3% destas
enzimas, entende-se que determinar as proprietfampsmicas e estruturais dessas enzimas
gue degradaram a parede da planta contribui pdemdsr a biologia da desconstrugéo da
parede celular, como também para a compreensdaetlagdes estrutura-funcdo destas
enzimas (GILBERT, 2010). Aqui, propusemo-nos a ri@tear a estrutura tridimensional
XceXgh para que a sua caracterizacao estruturalibaatcom o aumento de informacgdes
sobre estruturas de GH 74, podendo fornecer “itsigdobre a base molecular e modo de
acado de xiloglucanases bacterianas em polissaoaréigexiloglucano.
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2 Objetivos

Os objetivos principais deste projeto de pesquisi@aem:

Clonar, expressar e purificar a xiloglucanasecc{Xgh) de Xanthomonas
campestris

Estudar os aspectos bioquimicos, biofisicos e étiinos daXceXgh;

Analisar a estrutura da proteina a baixa resolugin, solugdo, usando
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS),aftaaresolucao determinada
por cristalografia de raios-X e;

Andlise da relacao estrutura—funcao desta enzima.
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3.Materiais e Métodos

3.1 Andlises por Bioinforméatica

A partir de uma busca prévia por nosso grupo dguies foi identificada a sequéncia
génica Xcc_1752 d¥anthomonas campestrescepa ATCC 33913XEcXgh). O programa
BLAST (Basic Local Aligment Sequence Toél um algoritmo desenvolvido para alinhar
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos de acordaa similaridade existente entre as
sequéncias (ALTSCHUL et al., 1994), foi utilizadar@ conhecer a homologia entre
Xcc_1752 e os demais genes depositados no N@Btighal Center for Biotechnology
Informatior), como também usamos o ClustalW para os alinheoeenultiplos (LARKIN
et al., 2007).

Ainda analisamos possiveis peptideos sinal (PETER8Eal., 2011) e dominios
transmembrana (BAGOS; LIAKOPOULOS; HAMODRAKAS, 2Q06lém disso, foram
verificados, por célculo tedrico, os parametrogcdigiuimicos da proteina, como a massa
molecular, ponto isoelétrico (pl) e coeficiente detincdo molar (280 nm) usando o
ProtParam (“Protein Identification and Analysis oo the ExPASy Server,” [s.d.]).

3.2 Amplificacdes génicas

Utilizando o programa GENE RUNNER (versdo 3.05, tiigs Software Inc),
desenhamos oligonucleotideos especificos para @fiaagiio génica da proteinéccXgh
usando sitios para enzimas de restricdo (Ndel, ¥Hadcl), como também para o sistema de
Clonagem Independente de Ligase- do inglés LIC SCHHENFELDT et al., 2009); esses
dois sistemas de clonagens foram utilizados pareeatar as chances de obter a enzima com
maior ganho de expressao e solubilidade. As asatisebioinformatica sugeriam as regides
de clivagem para a retirada do peptideo sinalrsanambrana, auxiliando no planejamento
das construcgdes (tabela 2).

Tabela 2- Primers desenhados para as constru¢des da GHiahthomonas campestris

Nome  diPrimer Forward (5-3") Primer Reverso (5>3") Nimero d
truncagem Residuos (AA)
T1 A AGAGCTCATGGCCACGTCCGG(ACTCGAGCTATCATCTCGGATCGCCC711

- CCCTACCAG TAGAAAATGC
T1 B ACATATGGCCACGTCCGGGCC(ACTCGAGCTATCATCTCGGATCGCCC711

- TACCAGTG TAGAAAATGC
T2 CAGGGCGCCATGGCCACGTCCGACCCGACGCGGTTATCTCGGATCG(711

GGC CGTAG




44

Todas as amplificacdes foram realizadas a partir DA gendmico e o0s
oligonucleotideos foram sintetizados pela empréga&Aldrich Brasil Ltda. Para amplificar
0 gene, usamos o0 meétodo de reacdo em cadeia dameRwe (PCR) com ciclos de
temperatura de anelamento. O produto da PCR fisado em gel de agarose 1% com
brometo de etidio em tampdo TAE 1X (8 mM Tris-atefaH 8,0, 0,2 mM EDTA) e os
fragmentos purificados usando o kitizard® SV Gel Clean-Up SystefiRROMEGA). A
guantificacdo do DNA purificado foi realizada nopestrofottmetro NanoDrop 1000

(ThernoScientific).

O gene amplificado usando os primers com sitios mazimas de restricdo foi
clonado em pTZ57R/T (Fermentas, EUA) e confirmado @digestdo com enzimas de
restricdo Ndel/Sacl; em seguida foi subclonadovabsres plasmidiais de expressao pSMT3
(fornecido gentilmente por Lawrence Shapiro, Coliambniversity - EUA) e pET28a
(Novagen) (SAMBROOK, JOSEPH, SAMBROOK, 2001).

No caso do sistema LIC, usamos o vetor de exprgsSaM-11/LIC (DUMMLER;
LAWRENCE; DE MARCO, 2005). Essas clonagens foraitageem colabora¢do com o Pos-
Doutorando Cesar Camilo Moisés (USP). Ainda, o Djgmbémico foi gentilmente cedido
pelo estudante de doutorado Flavio Rodolfo Rog&é5d).

Por fim, foram feitas trés truncagens no gene Xéb2ldeXanthomonasampestris
foram delimitadas pensando na obtencéo da proseifigel em mais de uma construgdo para
minimizar as dificuldades de cristalizagdo: T1_Adesenhada com o sitio de clivagem pela
enzima Sacl; T1_B para a enzima de restricdo Nelata o reverso de T1 A e Tl B, a

enzima de restricao foi a Xhol. A construcaoT2desenhada para clonagem em sistema LIC.

3.3 Expressao e Purificacdo

A expressao dos clones foi realizada Encoli Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) e em
E. coli BL 21(Novagen). As estirpes cresceram por 4 hordengperatura de 37 °C e
expressaram na temperatura de 18°C durante 20 hoi#® rpm, apOs terem atingido a
densidade otica (Ddgnm de pelo menos 0,5.

Os testes de expressao foram realizados a fim tée ab melhores condi¢cdes em que
a proteina é expressa. Para isso, fez-se um prakinpara cada estirpe (um para BL 21 e um

para Rosetta) em meio LB para cada clone, com wfimal de 100 mL.
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Ao ser atingida a D.§&sym a 37°C e 180 rpm, passados 20 minutos a 20 °C,
adicionou-se, entéo, o indutor IPTG (isoprdpil-D-tiogalactopiranosido) com concentracao
final de 1mM. ApoOs o tempo de inducgdo, as cultdomam centrifugadas a 6000 rpm e o
material celular estocado a -20 °C. As célulasnforassuspensas em tampéao de lise (20 mM
Tris-HCI, pH 8,0, NaCl 300 mM) e lisadas por ulsas (sonicacdo). Em seguida,
centrifugou-se a 15000 rpm para remover resto£lidas.

O sobrenadante foi equilibrado contra 20 mM TristdE 8,0, 150 mM de NaCl e 20
mM de tampédo de imidazol usado para a purificacdo rpsina de afinidade Ni-NTA
(Qiagen) e proteina de interesse foi eluida emigmgelde 100-300 mM de imidazol.

A proteina eluida foi dialisada em tampé&o 20 mMs-HCI, pH 8,0, NaCl 150 mM e,
em seguida, incubada por 24 horas com ubiquitineepse como uma proteina especifica
(ULP1) para remover o His-tag; para os clones c&f+MI11 a proteina foi incubada por 24
horas com TEV protease (JENNY; MANN; LUNDBLAD, 2Q0BERPE, 2003). A mistura
resultante foi carregada novamente em resina NisNd&Aonde foi coletada como produto
nao ligado a resina. As fracdes contendo a protiraforam concentradas e carregadas na
coluna cromatogréfica Superdex 75 HiLoad 10/30epmmsacao por exclusdo molecular (GE
Healthcare), pré-equilibrada com 20 mM Tris-HCI 80, NaCl 150 mM, utilizando o
sistema AKTA purifier 10 (GE Healthcare Life Sciesy para remover agregados e as
impurezas da proteina de interesse.

A pureza final da amostra foi avaliada por gel SEXSsE 15% corado com Azul
Brilhante de Coomassie (LAEMMLI, 1970). A concegfia da proteina foi determinada
utilizando NanoDrop espectrofotdbmetro (ThermoSdieit

3.4 Caracterizacfes Bioguimica e Biofisica

3.4.1 Ensaios de Atividades

Os experimentos enzimaticos para determinar adati@ especifica dXccXgh
purificada foram realizados incubando-se a protgindficada em diferentes substratos
celuldsicos e hemiceluldsicos (DAMASIO et al., 2185 quais foram adquiridos da Sigma-
Aldrich ou Megazyme. O tampédo usado foi acetatoad®nio (50 mM) em pH 5 e
temperatura de 40 °C durante 24 horas. A hidrdisearios polissacarideos pécc-Xgh foi
quantificada utilizando o método colorimétrico “@lmitrosalicylic acid” (DNS) (Miller,

1959) e a absorbancia monitorada colorimetricame®$0 nm com cada reacdo em triplicata
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(GHOSE, 1987) utilizando leitor de microplacas fiite® 200 PRO” (TECAN). Estes
ensaios foram realizados no sistema de pipetagetomatizado “epMotion® 5075”
(Eppendorf) (Laboratério Nacional de Ciéncia e Tdogia do Bioetanol, Campinas) em
colaboracdo com o Jovem-Pesquisador Dr André Dan@Z BE).

De posse do melhor substrato de agédo desta enfamae a determinagédo do pH
otimo de agcdo em solugdes de tampédo 40 mM acetatondnio com diferentes valores de
pH num range de 2,0 a 10,0 em tamp&do ABF (Acetatsddlio, Acido acético, Fosfato de
potassio monobasico e Borato de sodio) com dilsi@@opriadas e correcdo de pH com
HCI-NaOH. Ainda fez-se o gradiente térmico em teasitlador a fim de obter o perfil de
temperatura num intervalo de 20 a 70 °C e posteléderminacdo da atividade especifica
contra o substrato que a enzima teve melhor acholitica (NINIO, 1975; ZHANG; LYND,
2004; IBATULLIN et al., 2008). O Célculo da atividia especifica foi realizado levando em
conta a definicdo de unidade de atividade enzim&gndo a quantidade de enzima capaz de
liberar um pmol de agucar reduzido por minuto dipdo substrato (VYNOHRADOVA,
1978).

Todos estes parametros foram avaliados com a ereithd mg/mL. A mistura de
ensaio enzimatico (100 uL) continha 10 uL de enzama concentracdo de substrato de
10mg/mL, com repeticbes em triplicatas.

3.4.2 Eletroforese Capilar

A separacdo e identificacdo de carboidratos coroplexequer o uso de técnicas
altamente sensiveis a deteccdo dos diferentesitaomsts da mistura. Nesse sentido, a
eletroforese capilar tem sido muito util. Aléem disé uma alternativa ao uso das técnicas de
cromatografia, como também é de facil manobraunstntal e experimental.

Essa técnica se mostra extremamente promissoréciengd quando utilizada na
analise de mono e oligossacarideos em geral (OEFRHRESA, 1994). A separacéo e feita
em tubos capilares com dimensdes da ordem de @B grh de didmetro interno e 50 a 100
cm de comprimento; esses tubos contém uma solugdsetkélito condutor, os quais séo
submetidos a um campo elétrico (SUZUKI; HONDA, 2003

As principais vantagens do uso da eletroforesdaragrn relacao a outros métodos de
eletroforese sao principalmente: relacdo entreea auperficial interna e volume, dissipacéo

eficiente do calor gerado por efeito Joule, camg@l@sricos com elevada magnitude para
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permitir a separagdo de forma eficiente e, elevadalucdo temporal nas analises, tendo
como resultado o mapeamento de oligossacarideos!P@Let al., 2006; FRANCO CAIRO
et al., 2011).

No presente trabalho, os oligossacarideos de wnidagb (hepta, octa e
nonassacarideo) e xiloglucano foram marcados coniSAPB-aminopireno-1,3,6-acido
trisulfonico) (Megazyme) por aminacdo redutiva (NWR PIERCE; MORT, 2007). As
reacdes enziméticas foram realizadas como desgsita a atividade enzimatica com o0s
substratos xiloglucano, hepta/octa/nonassacaridkosxiloglucano, exceto para APTS-
isoprimeverose. A eletroforese capilar de zonardalizada no equipamento P/ACE MQD
(Beckman Coulter - Indianapolis, IN, USA) com detz de fluorescéncia induzida por laser
(Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia doeinol-CTBE, Campinas). Um capilar
de silica fundida (TSP050375, Polymicro Technolsgi®hoenix, AZ, EUA), com diametro
interno de 50 um e comprimento de 31 cm foi usamlooccoluna de separagcédo para 0s
oligossacarideos. As condicdes de eletroforesenfai@ 10 mA com kV/70-100, com tampdao
de corrida de 0,1 M de fosfato de sédio (pH 2,8meperatura controlada a 20 °C. O capilar
foi lavado com 1 M de hidroxido de sdodio, seguidwr pampao de corrida para evitar
contaminagdes. APTS-Oligbmeros marcados foram adast a 488 nm e as emissdes foram
coletadas através de filtro com banda de 520 nm.cRosa dos pequenos volumes de
eletroforese capilar combinado com pequenas vasoga forca de tampao, os tempos de
retencdo variaram ligeiramente. A informacdo obtalapartir do comportamento da
eletroforese foi utilizada para a identificacdo doedutos formados na hidrélise. Este

experimento foi realizado em colaboracdo com omeResquisador André Damazio.

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

A coleta dos dados de espalhamento de raios-Xxa Baigulo para trés concentracfes
da solucao protéica décc-Xgh foram realizadas na linha SAXS2 do Laboratblazional de
Luz Sincroton (LNLS, Campinas-SP). Foram utilizadomprimento de onda= 0.148 nm,
detector bidimensional (2D) “MarCCD”, distancia astra-detector de 1495,45 mm, com

intervalo de transferéncia de momento de 0.015/4 < 0.35 A

As curvas de espalhamento foram analisadas utilzan programa FIT2D
(HAMMERSLEY et al.,, 1997), normalizando os dadoslapéntensidade do feixe e

multiplicando-se pela absorcdo da amostra. Parar abtcurva de espalhamento final,
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subtraiu-se o espalhamento da solucdo tampao da ce espalhamento da solugéo de
proteina.

Usando a extrapolacdo de Guinier definida pela €mal € possivel obter
informacdes valiosas sobre a arquitetura mole@adarparticulas em solucéo. Essa relacao é

definida da seguinte maneira:

1q) = 10yl 5 1

onde temos I(q) (Equacdo 1) sendo a intensidiespalhamento, I(0) a intensidade com o
angulo de espalhamento tendendo a zero, Rg o eigird¢do das particulas e que={
4msinf/A) o modulo do vetor espalhamento (KOZIN; SVERGUNOP). Usando outra
metodologia, o programa GNOM (KOCH; VACHETTE; SVERBR, 2003) foi utilizado para
obter a curva de distribuicdo de distancias p@)dametro maximo Dmax da molécula de
proteina:

Dmax

1
P(r) = - dq(qr)I(q)sen(qr) 2

Dmax=0

O algoritmo usado por este programa faz a transfdaninversa de Fourier a partir de
perfis de intensidade medidos para gerar a funeadistribuicdo de distancia p(r) e outros
parametros fisicos das particulas em solucdo. Aipdica a distribuicdo dos vetores inter-
atdmicos de uma molécula com um determinado conepition 0 que permite o célculo de Rg
levando em conta a curva de espalhamento expeament

O SAXS proporciona uma medida da compacidade deipes globulares, refletidas
no Rg e Dmax. Uma forma de observar o quao gloléexivel uma proteina pode ser, é
fazer um grafico de Kratky tomando I(§)yersus 1(q)(ORTHABER; BERGMANN:;
GLATTER, 2000). A medida que a regio de alta g tende a ser constante em funcdo
de I(q)d, menor é a flexibilidade da molécula. Essa andlaenite distinguir se a proteina
estd numa conformagéo compacta ou mais flexiveseeniltimo caso a flexibilidade pode
estar relacionada a uma estrutura menos globwangedendo pistas sobre os estados de
enovelamento parcialmente e/ou total da macrom@¢elAMMEL, 2012).

A partir do modelo cristalografico da enzima enudst foram possiveis os calculos

da funcdo de espalhamento tedrica, utilizando ograroa CRYSOL (SVERGUN;
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BARBERATO; KOCH, 1995). Os modeloab initio de baixa resolugdo foram gerados
utilizando os programas DAMMIN (SVERGUN, 1999) e SBOR (SVERGUN;
PETOUKHOV; KOCH, 2001).

O modelo ab initio médio de dummyatomos foi sobreposto com o modelo
cristalografico utilizando o programa SUPCOMB (KDZISVERGUN, 2001). Por seguinte,
a massa molecular da proteina foi estimada usapdogoama SAXS MoW (FISCHER et al.,
2009).

3.4.4 Cristalizacao e coleta de conjuntos de dados

A condicéo inicial de cristalizac&o foi obtida udaro sistema robotizado “Honeybee”
do Laboratério Robotizado de Cristalizacdo de Pmage(Robolab-LNLS, Campinas, Brasil),
utilizando 480 diferentes condigBes de reservatdedHampton Research (Laguna Niguel,
Califérnia, EUA) kits, Crystal Screen | & Il, Wizérl & Il and Salt Rx, com a solucao
protéica a 42 mg.mt.em 20 mM Tris-HCI pH 8,0, NaCl a 50 mM.

O método de cristalizag&o utilizado foi o da difmde vapor do tipo gota-sentada
aplicando 1 pL da solucéo protéica a 1 pL dacdoue cristalizagcdo teste em placas de 96
pocos (Hampton Research).

Foram obtidos trés conjuntos de dados de difragBocristal da proteinXcc-Xgh
(conjunto apo) em 15% da solugéo crioprotetoramiglicol congelado a -173 °C, (2) cristal
de XccXgh complexado com glicose utilizando o método“si@aking” em uma solugéo
crioprotetora contendo 1M de glicose e (3) XlecXgh complexado com o produto da
hidrolise do xiloglucano utilizando o método dedkimg”.

Os conjuntos de dados de difracdo de raios-X pamistais da proteina na forma apo
e complexada com glicose foram coletados na linkea pmacromoléculas MX2 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (CampinasasB), utilizando um comprimento de
onda de 1,48 A (GUIMARAES et al., 2009). Um total 360 imagens cobrindo uma faixa de
oscilacdo de 180 ° foram coletados com detector MBR-225 (MAR Research). O
conjunto de dados para o cristal complexado conroalypo de hidrolise foi obtido no
“Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron BrookhavéBstados Unidos) na linha de luz X4A,
equipada com o detector “CCD ADSC Quantum-4”. Nasgbes descritas a temperatura de

coleta foi mantida em -173 °C.
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3.4.5 Determinacgao estrutural, Refinamento e Vaédalo Modelo

Os conjuntos de dados de difracdo foram processadasdo o programa XDS
(KABSCH, 2010) e reduzidos com o programa SCALA pacote CCP4 (EVANS,
2006;WINN et al.,, 2011). O programa POINTLESS (EV&N2006) foi utilizado para
examinar as simetrias cristalograficas; o contedelanoléculas na unidade assimétrica foi
estimado utilizando o coeficiente de Mathews (MAEWS, 1968) e possiveis operacdes de
twin foram extimadas com o programa “phenix.xtriaggWART, P. H., GROSSE-
KUNSTLEVE, R. W., ADAMS, 2005) do pacote PHENIX (ADS et al., 2010).

Para o faseamento, usou-se o programa Phaser (MCEZ@Y) aplicando o método
de substituicdo molecular-MR (do inglés “molecutaplacement”’) (ROSSMANN, 1990)
usando como modelo de fases a estrutura PDB id 2ZON8Bidentidade sequencial de 39%
com a proteina de estudccXgh. A solucdo obtida foi modificada manualmentenco
programa Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004) e as posica&snicas corrigidas por ciclos de
refinamento com o programa PHENIX (ADAMS et al.10))

Os modelos cristalograficos obtidos neste trabelltdo em processamento final com
0s aspectos estereoquimicos em validacdo por melMotProbity (CHEN et al., 2010) para
posterior insergcdo no PDB (BERMAN; HENRICK; NAKAMUR 2003). O alinhamento
estrutural entre os modelos cristalograficos, asgyens das estruturas tridimensionais foram
obtidos com o programa PyMOL (“The PyMOL Molecularaphics System, Version 1.5.0.4
Schrédinger, LLC.,” [s.d.])

4. Resultados e Discussao

4.1 Andlises por Bioinformatica

Por uma analise génica do genomaXdmthomonasampestris pv. Campestr{s
ATCC33913) no CAZy (CANTAREL et al.,, 2009), foi eamdrado o gene Xcc 1752
codificador para uma possivel celulase ndo caiaatix (GenBank: NP_637119.1 e NCBI-
GenelD: 999024). Esse gene esta anotado como Bfopares de bases e 751 residuos de
aminoacidos, com massa molecular tedrica de 81DBidbtida usando o “PROTPARAM”
(WILKINS et al., 1999). Mesmo as espécies do géXanthomonasao grandes produtoras

de enzimas hemicelulases (http://www.cazy.org/GHadteria.html), na andlise do genoma
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das espécies déanthomonaslepositadas e 0os genes anotados no CAZy, encgmtipenas

um gene previsto como GH 74 (“CAZy - Bacteria,d[$.

Analisando a sequéncia de aminoacidos do gene X6, 2 encontrada uma regido
como um possivel precursor para peptideo sinalxtr@meidade amino-terminal entre os
residuos de aminoéacidos 1 a 37, com sitio de divagntre os residuos 37 e 38 (NIELSEN et
al., 1997; PETERSEN et al., 2011), (Figura 8 (Ego foi possivel com o0 uso do programa

"SignalP 4.0", onde a regido identificada com pr@dipara peptideo sinal foi excluida.

Y Bcore =

Score

8.0 i 11 .'.'- i | | i 1 P | cpte =

MIAMIDPPTKRRTTTTGAMLAYLSLLLLLFSTPHYRAAEPATSGPYQURSYAIGOGGGF YTOYLFHF AER

I L L I L |
8 16 2e 38 48 58 ] e
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AEPATSGPYQHRSYAIGGGGFYTOGVLF HPAERGLAYARTOVGO GAYRHUDAQAQAMNTALTDHLGADDHHLMG
1 1 ] 1 1 1

a 19 ca 39 48 5@ =1e) e

Figura 8 - Arquivo de saida do programa “SignalP 4.0". ‘Bfha sequéncia de aminoacidos com 751 residuos
com peptideo sinal e em “b” sem peptideo sinal.
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Na maior parte das proteinas que sao exportageptadeo de sinal é clivado durante
0 processo de secrecdo (LEVERSEN et al.,, 2009andtu como sinal de orientagcdo da
proteina. No presente trabalho, a sequéncia deoanidos inteira serviu como arquivo de
entrada no programa "SignalP 4.0", o que indicou possivel sitio de clivagem para o
peptideo sinal entre os residuos 37 a 38, como geardeisto na Figura 8 (a). Essa regiao foi
retirada e a regido contendo os residuos 38 a @gi5doffamente submetida a analise pelo
programa "SignalP 4.0", onde obteve-se como reRultafigura 8 (b). Como parametros de
analises, utiliza-se 0 “S score” da ordem de Ora pa casos negativos para peptideo sinal.
Portanto, da Figura 8, apreende-se que a predagagpptideo sinal € da ordem de 0,95.

Peptideo sinal de bactérias Gram-positivas € cersidlmente mais longo do que de
outros organismos, enquanto nas bactérias grantiveegas peptideos sinal variam de 1 a 50
residuos de aminoacidos, com ocorréncia maior lpawae Ala nos procariotos e Leu, Val,
Ala, Phe e lle nos eucariotos como regides de gdira(NIELSEN et al., 1997; PETERSEN
et al., 2011). Neste caso particular, a clivagenpifedita entre duas Ala.

No caso de proteinas expressas Emcoli tem sido relatado que a presenca de
sequéncias de peptideo sinal leva a desestaboizag&odinamica, reduzindo a atividade e
aumentando a propensédo para agregacao de pratetoatbinantes, indicando que além de o
peptideo sinal atuar no enderecamento, ainda & aipanodular a estabilidade e agregacgéo
das proteinas (SINGH et al., 2013).

Além de peptideo sinal, esta enzima apresenta umini®m predito como
transmembrana entre os residuos 38 a 40 (LARKHE.e2007; KROGH et al., 2001) predito
pelo programa "TMHMM Server v. 2.0"(“TMHMM Servey, 2.0,” [s.d.]), com o qual
identificamos essa regiao.

Com o "ProtParam tool", fez-se a andlise da esaytumaria, bem como a massa
molecular {6791,3 D 0 numero de aminoacidos (711), o coeficienteEgencao tedrico
mensurado a 280 nm78300 e o ponto isoelétrico tedrice,§4). O valor do ponto isoelétrico
tedrico de 6,34 pode indicar que a proteina tendwiar estabilidade em pHs mais basicos
em torno de 7 e 8. Isso estd em acordo com outzasias da mesma classe, como reportado
para a xiloglucanase deaenibacillussp. Strain KM21 (YAOI et al., 2005), d&lostridium
thermocellum(ZVERLOV et al., 2005) e a Xiloglucanase 8&eptomyces coelicoldk3(2)
(ENKHBAATAR et al., 2012).

Em termos de sequéncias primarias, algumas GHn74d@i6es com elevado grau de
conservacao (Figura 9) e tam’bem regicbes com babw@servacdo (FiguralO). Os

representantes das GH 74 tém origem, neste caso ga fungos quanto em bactérias.
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Figura 9 — Alinhamento mostrando regifes mais conservagasigumas GH 74 em a, b e c.

O alinhamento foi realizado tomando como referéacs&quéncia de aminoacidos da
proteinaXcc-Xgh (ATCC_33913) referente a outras GHs de dif@®iorganismos: GH 74 de
Clostridium thermocellunf2CNZ2), Streptomyces coelicoldk3(2), Streptomyces avermitilis
Paenibacillus sp. KM21, Aspergillus aculeatus--50, Aspergillus nidulansFGSC A4,
Aspergillus nigerCBS 120.49 / N400Geotrichumsp. M128 (1SQJ_A e 30AO0OF_A),

Phanerochaete chrysosporiufa3 e Trichoderma reesé)M6A (Jecorina).

......

Figura 10 — Alinhamento mostrando regi&o ndo conservada erfax GH 74 em termos de identidade
sequencial entre alguns representantes da fantli@d4s



54

Isso é mais bem entendido com o alinhamento mal(lpARKIN et al., 2007) dos
representantes desta familia que ja foram caraathrs. NaFigura 9 (“a, b e ¢”) sdo
mostrados os residuos mais conservados. Existarengas marcantes entre algumas destas
enzimas (Figura 10)Um fato curioso é a conservacdo de mais de 12uesidas GH 74 de
Aspergillus nidulange Geotrichumsp. M128, os quais ndo aparecem nas outras pastein
Mais adiante falar-se-a a respeito desta regidserwada em certas GH 74.

No alinhamento global, percebe-se que algumas #a345tém grande relacao entre
si, como nos casos ent@ostridium thermocellume Paenibacillussp. KM21, Aspergillus
aculeatusF-50 eAspergillus nigerCBS 120.49 /N400Geotrichumsp. M128 eAspergillus
nidulansFGSC A4.

4.2 Amplificacbes génicas

As clonagens (pTZ57/T) e subclonagens (pSMT3, p&a-2 pET-M11) , como
descrito no item materiais e métodos, foram benedidas. Todos os produtos ligados em
vetores de clonagem ou subclonagem foram transtsn@m células de propagacédo
Escherichia coliDH5a (Novagen) quimio-competentes via choque térmicdd{BROOK,
JOSEPH, SAMBROOK, 2001) com confirmacao por redtrigos sitios de clonagem usando
enzimas especificas. Por fim, os plasmideos do genado foram transformados nas cepas
BL21 e Rosetta dE. coli.

O DNA dos clones foi sequenciado na Universidad€dmpinas (Unicamp, Brasil)
pelo método de Sanger e o resultado analisadogsefframa ContigExpregInvitrogen).
Para as construcdes T1 B e T2 (tabela 2) ndo houxtacdes no processo de clonagem.
Entretanto, para a construcdo T1 A (tabela 2) ecam duas mutacdes pontuais. Essas
mutagOes naturalmente foram inseridas pela Taq pblinerase e produziram as mutacdes
Gly226Arg e Val338Met. Esse erro esta associado taxe da ordem de 18 10 por base
inserida inespecificamente (FAZEKAS, ARON J., STEHS/ ROYCE, NEWMASTER,
2010).

4.3 Expressao e purificacéo

Todas as construcfes citadas anteriormente (t&)edgpresentaram fracdo sollvel.

Entretanto, a truncagem que apresentou maior $idade foi a T1_A, como pode ser visto
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na Figura 11. No entanto, na inducdo por 4 hora®7 &@C ndo se obteve resultados
satisfatérios, tendo em vista que a proteina naesaptou solubilidade (dados né&o
mostrados). As construgdes clonadas em pET-M11Te28& apresentaram menor fragao
solavel que a construgéo clonada em pSMT3. Assémmesultados indicados nas figuras 11 e
12 séo refentes a construcdo T1_A.

kbDaM 12 3 4 5 67 8 9 M 1011 12 1314 15 16 17 18

14

Figura 11 - Expresséo e purificacdo da Xiloglucar@desXanthomonas campestiieccXgh (T1_A). No sentido

da esquerda para a direita, tem-se: o marcadoradsarmolecular (M), o extrato de proteinas
antes da inducdo (1), o extrato de proteinas apiglugédo (2), pélete da lise celular (3),
sobrenadante da lise celular (4), por¢do ndo ligadesina de Niquel — Void (5), lavagem da
porcao ligada a resina de Niquel com 10 mM de imat¢6), eluicdo com 100 mM de imidazol
(7), eluicdo com 200 mM de imidazol (8) e eluic@mnc300 mM de imidazol (9); as colunas de
10 a 18 equivalem as colunas de 1 a 9. A colunae$¥o os marcadores de peso molecular
albumina bovina (66kDa), ovoalbumina (45kDa), glddeido-3-fosfato desidrogenase
(36kDa), anidrase carbbnica (29kDa), tripsinogédéo pancreas bovino (24kDa), inibido de
tripsina de soja(20,1KDa)celactalbumina de leite bovino (14,2kDa)

Na Figura 11as colunas de 1 a 9 sao referentes a expressé&cd@h em Rosetta e
as colunas de 10 a 18 sao referentes a express&b2In Nota-se, claramente, queXac
Xgh é significativamente solavel nas duas céluasxpressao. Entretanto, vé-se que bactéria
E. coli Rosetta produziu maior fragdo sollvel da prote@ta-se que a massa molar da
proteina esta acrescida do Tag (Sumo) na figurindlicando que a proteinéccXgh (76,79
kDa+13.8 kDa-Sumo) interage com a resina Ni-Nduperflow (Quiagen), de modo que as
fracOes eluidas apresentam baixa quantidade dersm@ntes, como pode ser visto nas
colunas 7,8,9 e 16,17,18 da figura 11.

Apos a dialise seguida de clivagem por ubiquitinatgase especifica (ULP1) a 4 °C ,
removeu-se a His-tag fusionada (SUMO) de T1_A. Astama resultante foi carregada
novamente em resina Ni-NTAXccXgh sem His-tag foi coletada. Négura 12(“b”), em 1
temos a fracdo da proteina antes da clivagem e apo2 a clivagem (76,79 kDa), onde se

verifica que apds a clivagem, passada na resindigeel, tem-se a proteina quase pura.
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Contudo, a medida que essa amostra foi concentllms contaminantes ficaram evidentes;
para a eliminacdo destes contaminantes, foi netessautilizacdo da cromatografia por

exclusdo molecular, onde os resultados da aplicdedta técnica podem ser vistos nas

figuras 12.
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Figura 12 - Gel Filtragdo de Cromatografia por exclusdoataanho daccXgh Superdex 75 HiLoad 10/30.
Em “a” sdo mostradas as fragBes do pico do crommtwg Em “b”, coluna “M’estdo os
marcadores de peso molecular albumina bovina (6gkivaalbumina (45kDa), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (36kDa), anidrase carbd@8kD@), tripsinogénio de pancreas bovino
(24kDa), inibido de tripsina de soja(20,1KDajp-4actalbumina de leite bovino (14,2kDa). Na
coluna 1, temos a proteiXacXgh antes da clivagem e na coluna 2 apés a climage

As fracdes contendo a proteina alvo foram carregadauma coluna cromatografica
de exclusdo por tamanho Superdex 75 HiLoad 10/80H&althcare) pré-equilibrada (20 mM
Tris-HCI pH 8,0, NaCl 150 mM), e utilizando o siste AKTA purifier 10 (GE Healthcare
Life Sciences), péde-se remover os agregados m@eeézas da proteina de interesse. Isso
pode ser mais bem visto Raura 12 Na cromatografia por exclusdo molecular, a s
proteina apresenta um alto grau de pureza, como wiFigura 12 (“a”). Mesmo essa
proteina tendo massa molecular (MM) 76,7 kDa, réo diferenca usar a Superdex 75
HiLoad 10/30 ou a 200 HiLoad 10/30 . O pico deoab&ncia indica a fracdo em que a
proteina sai da coluna, como se observa nas fragbeés 10 mL.

As fragBes pds cromatografia foram avaliadas quaotg@rau de pureza por SDS-
PAGE 15% corado com Azul Brilhante de CoomassieEHMMLI, 1970), onde as amostras

de proteina mostraram grau de pureza da ordemdeABoncentracao final foi determinada
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por medicdo da absorcdo a 280 nm, utilizando NampDrespectrofotometro
(ThermoScientific).

As fracdes dos picos do cromatograma de exclusdecolar para essa proteina
(figura 12a), mostram que a massa aparente damaateda ordem de 76,78 kDa. O alto grau
de pureza indica que a amostra encontra-se emg@@sdpara as caracterizacdes biofisicas
necessarias e testes funcionais.

Apés a purificacao final, protéica total quantitiearesultante da expressao de um litro
de cultura dee. coli Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) a 20°C pés clivagera terendimento

de 20mg por litro de cultura.

4.4 Caracterizacdes Bioquimica e Biofisica
4.4.1 Ensaios de Atividades

A chave para o entendimento dos reais mecanisnmeoag)GH 74 usam para hidrolisar
xiloglucano e/ou seus derivados esta ligado a métar a maneira que estas enzimas
processam seus substratos, seja do ponto de wisfaifnico ou estrutural. Tem-se relatado
que a complexidade dos modos de acdo depende,ippfinente, das regides mais
desordenadas como os “loops”. Mesmo com pouco o@i43 enzimas desta familia ja
caracterizadas quanto a sua funcéo principal, peacgabe realmente sobre a especificidade
das GH 74, principalmente as xiloglucanases, quai@bilidade de degradar polissacarideos
de xiloglucano nos moldes classicos de endo owatxiolades.

Inicialmente, para determinar a especificidade mleinga um ensaio sobre diversos
substratos foi realizado. Nigura 13observa-se a atividade relativa da enzkneXgh sobre
0s substratos deste experimento. A reacdo de isierébnsistiu de 40 pL de substrato a 10
mg/mL em 50 pL de tampé&o acetato de aménio 50 ntM5p e 10 pL de enzima a 0,2
mg/mL para 24 horas de reacdo. Nota-se que a ra@vniade foi para xiloglucano sendo a
atividade dos demais substratos normalizada empaela este.

Para as construcdes T1_A e T1_ B, néo foi obsergadiuer atividade enzimatica e
para a T2 observou-se alta atividade sobre xilegloaepresentado na figura 13. Ainda nao
sabemos o0 que causou esse comportamento para@sarsicées. Sugerimos que para T1_B,
a His-Tag impede o acesso do xiloglucano ao siivo & para T1_A as muta¢gfes causaram

mudancas estruturais que néo permitem a enzimardigaloglucano.
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Ainda é possivel observar a baixa atividade deoxamadamente, 3% para
carboximetilcelulose (CMC) e 2,5% para avicel. Seraste comportamento enzimético
esperado para xiloglucanases especificas, que saomihadas como xiloglucanases

verdadeiras.

f-Glucano
CMC
Avicel
1.4-f-Manano
Xiloglucano
Liquenano
Laminarina
Pectina
Arabinogalactano
Arabino de Beterraba
Linear Arabino
Arabino Xilano de Centeio
Xilano de Faia
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Figura 13- Painel de substratos para avaliar &atie relativa d&cc-Xgh para a construgéo T2.

Nesse sentido, tem sido reportado que a maiorieedasnas GH 74 caracterizadas
bioquimicamente sdo especificas para xiloglucatigeAsacarideos de xiloglucano
(TAKUYA ISHIDA, 2010). Por outro lado, uma GH danfidia 74 foi caracterizada
funcionalmente como tendo baixa atividade relgpaea xiloglucano, aproximadamente 20%
(CHHABRA; KELLY, 2002). Todavia, os casos mais ci@ss de acdo das GH 74 sdo:
especificas endp-1,4-glucanase (XEG), e hidrolases de xiloglucaxghj que apresentam
endoatividade em xiloglucano da semente de tan@(MARTINEZ-FLEITES et al., 2006);
celobioidrolases-OXG— RCBH-(ISHIDA et al., 2007)midrolase de xiloglucano-OREX-
especificas apenas em oligossacarideos de xiloglU8AUER et al., 2005).

Dentre essas enzimas ja caracterizadas, xiloglseanda familia 74 sdo ativas em
temperatura de 40 a 60 °C e com pH 6timos varialeld,5 a 6,7 (BAUER et al., 2005;
DESMET et al., 2007; ICHINOSE et al., 2012). Noads Xcc-Xgh, fez-se os ensaios de pH
e temperatura conforme descrito na secao 3.4ThbAla 3mostra os resultados da enzima em

termos de sua dependéncia referente ao pH, tempematividade especifica.
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Tabela 3- Tabela 3 - Propriedades da Xcc-Xgh e comparag#awo outras xiloglucanases membros da familia

GH 74.
Enzima Familia Temperatura(s pH(s) U/mg Fonte
GH otima(s) 6timo
(s)°C
X. campestris XeXgh 74 42 °C 5,3 9,31 Presente estudo
AspergillusNidulans 42 °C 3 7 (BAUER et al, 2005)
AspergillusnigefegIC 55°C 4.5 19 (HASPERet al, 2002)
GeotrichumXEG 74 50°C 55 68 (YAOI; MITSUISHI,
2004)
TrichodermareeseXEG 74 40 °C 53 4545 (GRISHUTIN et al,
2004)
Paenibaciullussp. 74 70 °C 6.5 44 (YAOI et al, 2005)
KM21 XEG74
Thermobifida fusca 50 °C 7.5 12,2 (IRWIN et al,, 2003)
Clostridium 74 75 °C 6,2 295+4 (ARTINEZ-FLEITESet
thermocellum al., 2006; ZVERLOVet
al., 2005)
Streptomycescoelicolor 74 50°C 6,0 NF  (ENKHBAATAR etal,
A3(2) 2012)

NF: Dados nao fornecidos pelo autor (es).

Na tabela 3 apresentamos um panorama das propgedEXccXgh e de outras
xiloglucanases membros da familia GH 74, como @fperatura e atividade especifica.
Mesmo essas enzimas sendo provenientes de organisstiotos (fungos e bactérias), alguns
parametros mantem-se proXimos entre as variassesgentes das GH 74. A melhor atividade
daXccXgh foi determinada para valores de pH entre 5Ese intervalo de pH caracteristico
foi observado para outras enzimas da familia GHc@Mo pode ser identificado na tabela 3
(YAOI et al., 2005; IRWIN et al., 2003; ENKHBAATARt al., 2012; MARTINEZ-FLEITES
et al., 2006; ZVERLOQV et al., 2005).

Notamos ainda que, a atividade especifica de xitaglases varia de centenas a
poucos unidades de medida. Para a xiloglucanas€la&ridium thermocellusfoi de
295U/mg e para a de estudo foi de 9,31. Mas dedaeral, a baixa atividade especifica
parece ser uma caracteristica comum ao maior nudestas enzimas caraterizadas até o
momento. Contudo, estes parametros sdo de difbciiparacdo direta, uma vez que 0s
métodos de quantificacdo na maior parte dos camsSan 0S mesmos.

Os resultados obtidos para a enzimaXaathomonasampestris(XccXgh) sdo da
mesma ordem de grandeza ao de outras xiloglucarReesn, o aprimoramento do método
de quantificagdo bem como a utilizacdo de outro®dos para a quantificacdo do agucar

redutor faz-se necessario para a comparacao coidos disponiveis na literatura.
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4.4.2 Eletroforese Capilar

Tendo em vista que as enzimas GH da familia 74n@meiras distintas de clivar os
oligos de xiloglucano, como também o polimero noteiutilizamos esta técnica para

identificar os produtos liberados na hidrélise urgg14.

Xce-Xgh ﬂ J‘ hidrolise de isoprimeverose

Enzima }
controle ————— S}

Isoprimeverose
a)

) P N — Controle

x
Xee-Xgh — | ... & ¥ Hidrolise de XXXG. XXLGe XLLG

! '\ o !r*

Enzima controle ———— e Macae

G
(XXG
APTS] ‘ " Tm
] JULN

C) S JL \ ‘
Xee-Xgh _J ULL\_I\. ‘ r; Hidrolise de xiloglucano de Tamarindo

1 9 10 1 12 13
Tempo (Minutos)

Figura 14- Espectros de Eletroforese Capilar provenientedHidmolise de hepta-(XXXG), octa (XXLG),
nonassacarideo (XLLG) de Xiloglucano e do carbéde Xiloglucano.

Na Figura 14, tem-se em “a” a hidrdlise de isopvienese pel&XccXgh e por outras
enzimas a fim de verificar se ha contaminacéo parxdosidase; a enzima controle é uma
endoxiloglucanase conhecida quanto ao seu padréeiddélise (dados ndo publicados).
Isoprimeverose € um dissacarideoa-O-xilopiranosil-(1,6)-D-glicopiranose]  que
majoritariamente compde a estrutura de xiloglucaremesentando 75% de residuos tipo
(1,6)-D-xilose ligados aos residuos de glicosergaigetura geral do xiloglucano; em geral, a
acdo de xiloglucanases sobre o xiloglucano prodagnfentos de xiloglucano (hepta-a
nonasaccharides) e oligossacarideos mais pequamspmo isoprimeverose (CHAILLOU
et al.,, 1998); algumas-xilosidases atuam nesses oligossacarideos deludtr e/ou
isoprimeverose clivando as ligacéesilosidicas, como a do isoprimeverose (SAMPEDRO
et al., 2010; CHAILLOU et al., 1998). No caso diegiucanos que apresentam contaminacao

por essas enzimas h4 a clivagem dos residuos ceseatam as ramificagées do tip¢l,6)-
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D-xilose. Isso representam um problema quando metse analisar o padrdo de hidrdlise
das enzimas xiloglucanases.

Em “b” tem-se a hidrolise de hepta-(XXXG), octa (XX) e nonassacarideo (XLLG),
como também o xiloglucano. A enzinX@cXgh hidrolisa XXXG em dimeros, no entanto,
nao hidrolisa XXLG e XLLG. Em “c” tem-se a hidrd@igle xiloglucano paXccXgh, no qual
nao é possivel identificar quais sdo os produtosddos pela analise do padrdo de hidrélise.
Nos oligossacarideos com ramificacfes de gala¢¥oseG e XLLG) a enzimaXceXgh ndo
apresentou acao catalitica, sugerindo que na masssas ramificacdesccXgh perde o
poder de hidrélise. Esse comportamento é curiosc@uta de as exoenzimas agirem dessa
forma.

O modo de acdo das GH 74 tem sido reportado neatiitea como um fato
extremamente interessante do ponto de vista datwstre funcdo. Como descrito na
introducdo, h& dois modos principais destas enzihdsolisarem o xiloglucano: como
endoenzimas (endoxiloglucanase) e como exoenzewagilogucanases).

As endoxiloglucanases hidrolisam o xiloglucano gpalmente em oligossacarideos
do tipo XXXG, XLXG (ou XXLG) e XLLG, clivando a lig¢ao glicosidica dos residuos de
glicose nao ramificados (MARTINEZ-FLEITES et alQd5;ICHINOSE et al., 2012). Como
resultado do mecanismo usado por estas enzimasseaniberacdo de quatro residuos de
glicose a partir da cadeia central do XG. No casocasl misturas de oligossacarideos de
xiloglucano possuirem ramificacfes de galactoselis@rados apenas os produtos XXXG e a
mistura XLXG/XXLG/XLLG (MARTINEZ-FLEITES et al., 206). No caso de
endoxiloglucanases hidrolisando XXXG sédo produzid¥se XG (YAOI et al., 2007). Ja as
exoxiloglucanases tém preferéncia por clivar okgesrideos de xiloglucano pelas
extremidades redutoras, uma propriedade Unica guiere a essas enzimas a caracteristica
de liberar dois residuos de glicose a partir destdemidades, sendo a clivagem da ligacao
glicosidica entre duas unidades de glicose ranifisgYAOI et al., 2007). Essa capacidade
de clivar os substratos desta maneira € sugerida sendo por conta de um “loop” (Gly375-
His385, em 1SQJ) que confere exoatividade a esgasas (YAOI et al., 2004).

Na hidrélise de XXXG poiXceXgh tem-se a liberacdo do produto XX e XG. Por
outro lado, o motivo de ndo ocorrer a clivagem tigossacarideos com ramificagdo de
galactose, o qual € uma caracteristica das exéxdagases, nao ficou entendido. Essa é uma
questdo que mecerece maior investigacdo e , piwofelese capilar, ndo é possivel concluir

se a enzimXccXgh € uma exo ou endo xiloglucanase.
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4.4.3 Cristalizacao e coleta de conjuntos de dados

A solucéo proteica d¥ccXgh a 42mg/mL (T1_A em tamp&o 50 mM de NaCl, 20
mM tris e pH 8) foi submetida a varios condicdescdstalizacdo de maneira automatizada
até obtencéo favoravel em 100 mM de cacodilateddiéo pH 6,5, 200 mM de calcio e 18%
(m/v) de polietileno glicol 8000. A forma macrosapdos cristais obtidos se assemelhava a
um chuveiro de cristais do tipo agulha (Figura 5 ds quais seriam de dicicil aplicagédo a
experimentos de difracdo de raios-X. Variando adigdo inicial quanto a concentracdo e
aplicando o método de difusdo da gota suspensm fobdido cristais melhor formados com

um dia de equilibrio aplicando a proteina a 20 nhgfRigura 15 B).

W ()

Figura 15 — Cristais deXcc-Xgh obtidos durante a condicdo inicial de cristajéo (A) e depois da otimizagéo

(B).

Os conjuntos de dados de difracdo foram coletaduerta de um cristal de proteina
nativa crio-protegido & -173 °C (100 K) e sua reséb méaxima estendida até 2,0 A (conjunto
apo). O segundo conjunto de dados de difracdo zimarcomplexada com glicose (conjunto
glicose (a)) obtida por “soakin” usando glicoseM, foi coletado a 2,1 A de resolugdo. O
terceiro conjunto de dados de difracéo foi coletadh7 A de resolucdo (tabela 4), onde o
produto da hidrélise d¥ccXgh sobre xiloglucano foi usado como soaking pEbtencao de
oligossacarideos no sitio ativo desta enzima (odmjglicose (b)). Na Figura 16, mostramos

0 padrao de difragao para os conjuntos de dadetadaols.
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b) Xcc-Xgh gle ¢) Xce-Xgh gle

Figura 16 — Padrdo de Difracdo de raios-X para todos osuotwg de dados coletados. Em a, para a proteina
apo, em b para o conjunto glicose (a) e ¢ paranjunto glicose (b).

4.4.4 Determinacéo estrutural, Refinamento e Vafidado Modelo

Os resultados da indexacéo, integracdo e escalob@and®s conjuntos de dados
coletados estdo sumarizados na tabela 4. Estesintosjforam resolvidos levando em
consideracdo as sugestbes candnicas de processamientdados cristalograficos de
macromoléculas, tais, comagn&ye e (I/o(l)) (KARPLUS; DIEDERICHS, 2012; BRUNGER,
1992; EVANS, 2012).

Tabela 4 - Dados Cristalograficos e de processamento dieipeo Xcc-Xgh. Os dados entre parénteses se
referem a Ultima camada de resolucéo.

Apo Complexada com glicose (¢Complexada com glicose (b)
Fonte LNLS-MX2 LNLS-MX2 BNL-X4A
Comprimento de onda (A) 1,45 1,45 0,98
Grupo espacial P6, P6, P6,
a=b (A 153,43 150,53 151,72
c (A 84,92 84,20 85,29
Unidade assimétrica 1 1 1
Resolucéo (A) 19,7-2,0 42521 43,81-2,71
Numero de reflexdes 837436 149921 69376
Numero de reflexes Unicas 76752 55997 29052
Rmerge (%) 6,5 (28,6) 7,1(72,4) 8,7 (44,3)
(os(1)) 26,86 (9,08) 29,1 (1,5) 21,92 (3,52)
Completeza (%) 99,8 (100) 99,3 (100) 95,4 (85,9)

Multiplicidade 10,9 (10,7) 2,7 (2,6) 7,25
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No escalonamento dos conjuntos de dados foramosbtich total de 837436, 149921
e 69376 reflexbes, sendo 76752, 55997, 29052 kx@ek Unicas para o conjunto na forma
“apo”, complexada com glicose (a) e complexada ghicose (b), respectivamente. ISso
resultou no valor de Rge da ordem de 50,0% na ultima faixa de resolucdonguntos de
dados processados com o maximo possivel de complatsta mesma faixa de resolucéo,
como indicado na Tabela 4.

Os cristais com os ligantes apresentaram ligeiferetica nas dimensdes da célula
unitaria (Tabela 4) quando comparados com o cnigtal complexado, sugerindo o impacto
do ligando na rede cristalina.

Assumindo a presenca de uma molécula por unidasienésica, o conteudo de
solvente nos cristais foi estimado como 50,0% dame total, com base no coeficiente de
Matthews. O escalonamento dos dados sugeriu o groptual P6 e os enantidmeros; @6
P65, 0 que pode ser resolvido no processo de sulgstituinolecular utilizando a estrutura
cristalografica da enzima homologa @stridium thermocellunk7/YS, codigo PDB 2CN2
(MARTINEZ-FLEITES et al., 2006), que claramente, B® grupo espacial correto. O ajuste
das fases experimentais via processamento de mefimta manual encontra-se em fase de

finalizacdo ( Tabela 5).

Tabela 5- Dados de refinamento das estruturas.

Complexo com Glicose (a) Apo Complexo com Glicose (b)
Final Ryork 0,170 0,175 0,212
Final Rree 0,209 0,204 0.246
Ligante 1 0 1
rm.s.d
Ligacdes (A) 0,007 0,007 0,008
Angulos (°) 1,200 1,198 1,312
Andlise de Ramachandran
Regibes favorecidas (%) 94,8 94,9 92,6
Regibes permitidas 4,7 4,3 6,4
Outliers (%) 0,3 0,6 0,8

Os mapas de densidade eletronica mostram claramaentadeia laterais, a correta
orientacdo das mesmas e os ligantes reforcandoito ég faseamento obtido. Como
consequéncia, os modelos preliminares de refinam@rdsuem valores dedik € Rree que
sdo aceitaveis tomando como média as estruturasitkgas na mesma faixa de resolucéo, os
parametros obtidos estdo apresentados na Tabdlur&nte o refinamento, foi possivel

observar uma clara evolugéo nos mapas de densatitd@nica em consequéncia dos ajustes
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de fases. Os pesos impostos para manter a estemécayadrdo do modelo durante o
refinamento foram satisfatorios, resultando em regl@ceitaveis para osd& € Rree COMO
também para os valores damsd dos comprimentos de ligacdes e angulos de ligacéo
mostrados na tabela 5. Usando o diagrama de Randhamapara o modelo estudado aqui,
podem-se ver graficamente os residuos que esi@adasrregioes permitidas (Figuras 17, 18 e
19).

180

8 ASP

TTII/

180

Figura 17 — Diagrama de Ramachandran para a estrutura deX¢ttapo. Os pontos em rosa indicam 0s
residuos que estéo fora das regides permitidasagoatha de Ramachandran.

A andlise de Ramachandran para os valores dosd&ng(FPhi) ey (Psi), ainda ndo
esta de acordo com os valores esperados parauessrabm esta resolucdo, como pode ser
observado na tabela 5 e pelos diagramas de Ranumehapara os modelos apo,
complexado com glicose (a) e complexado com gli¢gbseO grafico de Ramachandran
foi realizado tanto pelo Molprobaty, como tambénoderocheck (LASKOWSKI et al.,
1993). Em todos os casos, ficou evidente que alpsiduos estao fora da regido permita.
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Esses residuos estdo localizados em “loops” nast@sts e a modelagem destes se torna
uma tarefa ardua por conta de o mapa de densidetténeca ndo estar bem definido
nestas regioes.

No caso da estutura apo, trés residuos de aminsaatesentam maior problema
guanto a analise de Ramachandran. Esses amino&éidas glutamina 254, o Aspartato
468 e Arginina 627. Observando a posi¢cao desséduces verifica-se que 0S mesmos se
encontram em regido de “loop” e, possivelmente,cpata disso a modelagem néo tenha

sido satisfatéria.

180
f‘ \
Psi — }
%9
0
> 5
o
] o %4681;5?
_/ OAAIl 254 GLN @ &
- [e]
- o
'180 —K?\lml'l'TlTTI"III'TTIT/
-180 0 Phi 180

Figura 18 — Diagrama de Ramachandran para a estrutudécd&gh complexado com glicose (a). Os pontos
em rosa indicam os residuos que estdo fora daesgpermitidas no diagrama de
Ramachandran.

Para o modelo complexado com glicose (a) (Figujas@8 encotrados dois residuos
fora da regido permitidar por Ramachandran. Novénenglutamina 254, mas neste o
Aspartato 468 precisa ser mais bem modelado, adimepresentar a regido em questdao com
estatistica mais criteriosa no modelo cristalogcéfinal.

Ja para o modelo complexado com glicose (b), amteente mencionada como sendo
oriunda do produto da acao desta enzima sobreglxdano, sdo observados quatro residuos
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fora da regido permitida pela analise de Ramachandsso € justicavel, por conta de este

modelo esta em fase inicial de refinamento.
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Figura 19 — Diagrama de Ramachandran para a estrutura dXgttcomplexado com glicose (b). Os pontos
em rosa indicam os residuos que estdo fora dafesgpermitidas no diagrama de
Ramachandran

Mas no geral, os mapas obtidos nestas resoluc@esatéia de fornecer detalhes
importantes das trés estruturas obtidas. Nas geiaisjuas delas incluem: uma molécula de
glicose com coordenacao suficiente para conclugr spitrata de um ligante importante em
termos funcionais. As cadeias laterais internassgmtam em geral, melhor definicdo, para as

regides que formam as folhfsaracteristicas destas estruturas na familia GH74.

4.45 Modelo cristalografico da proteina Xilogluaae de Xhantomonas
campestris

Aqui apresentamos e terceiro modelo cristalogradieama xiloglucanase da Familia

GH 74 (Figura 20 A e B), sendo de uma proteinadbacta e o primeiro da superfamilia
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Xanthomonadales. Estruturalmente essa proteinan@axia por dois dominios, nos quais a
interface que os separa forma um bolséo caradtertgie fica em contato com o solvente.

Figura 20 - Modelo cristalografico da proteinéccXgh. Identificagcdo das principais estruturas sdéuias
presentes no modelo. A, modelo cristalografico erartbom” e superficie. B, modelo
cristalografico em superficie e em vermelho a i@gdié sitio catalitico.

Do ponto de vista estrutural, os Uunicos membro$addlia GH 74 publicado até o
momento sao as Xiloglucanases@eotrichumsp. M128-(OXG-RCBH) e @e Clostridium
termocellum nas quais a estrutura consiste de dois domimios folhasp como estrutura
secundaria predominante, aonde o centro catal&idormado pela interface destes dois
dominios. A topologia global déccXgh €, portanto, muito semelhante as outras doas c
todos os elementos de estrutura secundaria muititasi Ndo surpreendentemente, a maior
divergéncia estrutural € encontrada nos “loops” liqgeem as arquiteturas do tigbhélices.
Essas regifes sao importantes para a atividad@ldag! (YAOI et al., 2009).

Utilizando o programa PDBsum geneate (“PDBsum Gaagr [s.d.]) pode-se
determinar os principais elementos de estruturansicia da presente molécula: 14 folBas-
(“p-sheets”) e 97 volta$- (“B-turns”).
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As diferencas mais marcantes entre a proteina esepte trabalho e as demais ja
estudadas por cristalografia estdo nas conformeagdemdas pelos “loops” comparados por
alinhamento estrutural com 2CN2 e 1SQJ, o que pmudribuir significativamente a
especificidade para o substrato. Estes detalhegwasis sdo mostrados Raura 21

Figura 21 - Modelo cristalografico da proteinéccXgh (em violeta). Alinhamento estrutural com 1S@th
amarelo). Em A tem-se o alinhamento estrutural radsto “exoloop” (em vermelho) entkec
Xgh e 1SQJ. Em B tem-se o alinhamento eXiteXgh e 1SQJ comparando o “exoloop” de
1SQJ com o “loop” dXccXgh. Os nimeros indicam a posicdo dos residu@srileoacidos.

Como ja comentado anteriormente, esse “exoloopy3@-His385) confere as
xiloglucanase a especificidade por substrato eaadetermina a preferéncia hidrolitica. De
uma maneira mais pontual, foi sugerido que est@aegdetermina se as xiloglucanases vao
hidrolisar o substrato como uma endoenzima ou com@ exoenzima. Entretanto, o
mecanismo usado pelas enzimas para realizar @ $80 ainda nao foi esclarecido.

A regido da estrutura que responde como sitio éiat@mente aparente como uma
regido de ligagcédo do substrato que se encontra femda aberta, formando um sulco entre a

intersecao dos dois dominios, Figura 22.
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Figura 22 — Em a tem-se o alinhamento estrutural céee-Xgh e 2CN2 mostrando a regido de sitio ativo das
xiloglucanases da familia das GH 74. A, em vio¥teXgh, em amarelos 2CN2 e em vermelho
os “loops” de 2CN2 que mais se destacam em relap®o “loops” deXccXgh. B e C,
comparacao dos “loops” déccXgh em relacdo a 2CN2. Os nimeros indicam a posigs
residuos de aminoécidos.

Essa diferenca estrutural entre exoglucanase eggkmmamase, indica que os modos de
acao nos substratos sdo ditados pela forma des#téss ativos. Endoglucanases com seus
sitios ativos livres podem se ligar e agir no nu&s cadeias dos xiloglucanos, enquanto que
as exoglucanases agem pelas extremidades terrdestes substratos.

Foi demonstrado que a supressdo de um dos “loapsuperficie que cobre o sitio
ativo da CBHI faz aumentar a caracteristica “ertidali destas exoenzimas (MEINKE et al.,
1995). Esta descoberta mostra que a estruturaalorastda endoglucanase Cel6B He
insolens(DAVIES et al, 2000) esta relacionada com outras celobioidesld®mologas pela
reducdo na superficie de um Unico “loop”. Parasoaia xiloglucanases dgeotrichumsp.
M128 (OXG-RCBH) (YAOI et al., 2007) foi demostradme a supressao do “exoloop”,

correspondendo a regido dos residuos Gly375—-His@8®Bou a caracteristica “exolitica”
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destas exoenzimas, conferindo a mesma o aumerdQada“‘endolitica”. Isso fornece fortes
evidéncias de que as estruturas de “loops” ditamados de acdo destas enzimas da Familia

GH74.
Somando a isso, os residuos cataliticos sugeridosMARTINEZ-FLEITES e

colaboradores (2006), foram localizados na presestaitura em regidao de “loops” com
posicdes Asp77 (base) e Asp 466 (4cido), onde iy s/er que cada residuo esta licalizado
nos dominios distintos que convergem para a acogaoddo substrato no sitio ativo (Figura
23).

- )
C
2cn2 PGIVFNETEKDLIYARADIGGAYRWDPSTETWIPLLDHFQMDEYSYYGVESIATDPVDPN 112
Xcc-Xgh TGVLFHPAERGLAYARTDVGGAYRWDAQAQQOWTALTDWLGADDWNLMGIDAFAVDPADAD 119
1sqj TGIVAHPKTKDLLYARTD IGGAYRWDAGTSKWIPLNDFIEAQDMNIMGTESIALDPNNPD 100
*33 2 AL LU LI I S L T L O L
2cn2 GK-VKIEVKATGIEECAVLDLVSPPEGAPLVSAVGDLVGFVHDDLKVGPKKMHVPSYSSG 504
Xce-Xgh QRPLOWWFQDRGLEETVPLDLLSPMAGAHLLSALGDIDGFRHDELDRAQLQYAGPRLTNG 490
1sqj WA-PSWYLQIDGIEENAILSLRSPKSGAALLSGIGDISGMKHDDLTKPQKMFGAPQFSNL 512

kokk |k ko kk kk kok ckk: Kk, kkok * .

Figura 23 - estrutura d&XccXgh. Em A é mostrado a esquerda o residuo catalitsp 77 e a direita o segundo
residuo catalitico Asp 466. Em B é mostrado quesesssiduos estdo direcionados para a
regicéo do sitio ativo que acomoda o substratoCEré-se o alinhamento sequéncial edtce-
Xgh, 1sqj e 2cn2.

Os residuos Aspartato sdo bem conservados na amaas GH 74 que foram

alinhadas conXccXgh neste trabalho. Destacado em amarelo na FRRI(&), é mostrado o
resultado das estruturas priméaria de 2cn2 e lsgjredagdo aXccXgh evidenciando a

conservacao dos residuos cataliticos ja sugermos @cido e base na hidrolise enziméatica.
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4.4.6 Modelo cristalografico da proteina Xilogluaaa complexado com
Glicose e localizacao das mutactes

Analisando os mapas de densidade eletronica, déreras apontam para o fato de as
glicoses complexadas eXccXhg tém um forte significado funcional e estrutudaso é

confirmado pela coordenacédo das mesmas na estrotuna pode ser visto na Figura 24.
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Figura 24 - Estrutura deXceXgh complexada com glicose. Em A, a esquerda, sermma visdo geral da
localizacéo da glicose na molécula de proteina casaltado do experimento de “soaking” por
glicose 1M, a direita é mostrada a localizagdold&ge obtida por “soaking” usando o produto
de hidrélise da agdo déccXgh sobre xiloglucano. Em B mostra-se as coordaéemgla glicose
em relagdo a alguns residuos: a esquerda o resul@omplexaXccXgh (a) e a direita o
resultado do complex®ccXgh (b). Em verde claro tem-se a figuraXies-Xgh (b) e em rosa
tem-se a figura d¥ccXgh (a).

0’

Nessa figura, os ligantes nas moléculas foramdotimos por “soak”. No complexo
XccXgh (a) foi usado como ligante uma solugéo deogkcpura altamente concentrada. No

outro caso fez-se a hidrolise do xiloglucano. Nmpiro caso a interacéo se da entre a glicose
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e os residuos Valll3 e Vall72. No segundo casarhé&aior nimero de interacdo com a
glicose: Arg636, Asp450, Ser544 e Ser492, lle 498545. Ainda no caso do compleXoc
Xgh obtido com o produto de hidrdlise, a densidaldadnica é pouco conclusiva e, portanto,
continua sendo modelado.

Do ponto de vista funcional, 0 comportamento destama frente a possibilidade de o
produto liberado na hidrélise modular a acdo enzgaainda ndo foi esclarecido. Por tanto,
o conhecimento, em escala atbmica, da interacéimmarz o produto gerado por sua acgao,
pode fornecer pressupostos valiosos para enterfdec@o enzimatica a nivel molecular.

Por outro lado, ainda nédo foi possivel determinaaf@ito das mutagbes sobre a
estrutura deXccXgh por conta de ainda nédo termos resolvido aiestr da constru¢cdo com
atividade. Sabe-se, entretanto, que essas mutag@igsaram as trocasly226Arg e
Val338Met. Todavia, a trocaly226Arg esta em uma follfg-enquanto a troca Val338Met
estd em uma regido de “loop” em contato com a fexadalitica mencionada em trabalhos
anteriores para outras GH74. Assim, sugere-se gqualglm modo essas mutacdes sejas
desfavoraveis para a acéo catalitica e, por coBse@ podem contribuir para a falta de
atividade da proteina (construcdo T1_A), indicagde a especificidade por substratos e o
modo de acgdo destas enzimas séo regulados pohefetphrticulares de sua estrutura
tridimensional e ndo somente pela sua arquitetotzab(DAVIES; HENRISSAT, 1995).

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

Os experimentos de espalhamento a baixo angulo $3A#ram realizados para
determinar o comportamento enzimatico em solucarak@inaXccXgh. Aqui relatamos os
resultados do espalhamento de baixo em solucéopd@snetros raio de giro, diametro
méaximo, p(r) e envelope. Ainda, para analisar dge€e globularidade, fez-se e desnaturacéo
térmica variando a temperatura de 20 a 60 °C. Asasude espalhamento da proteXw-

Xgh em solucédo foram obtidas expondo as amostrésade raios-X durante 300 segundos
fazendo duplicadas de cada medida para avaliaivetsslanos causados pela radiacado. Nos
experimentos de espalhamento, a concentracdo dastramfoi de 13mg/mL, 5mg/mL e
1mg/mL. Na estabilidade térmica foram usadas ar®sta concentracdo de 1 mg/mL. Na
Figura 25, € mostrado o resultado do espalhamentorateina em concentracdes distintas.
Isso é necessario quando desejamos que as molécnlaslucdo tenham o comportamento
similar a de um sistema monodisperso ideal (KIRIKEN SEDJO, 2007)(JACQUES et al.,
2012).
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Figura 25 - Curvas das intensidades de espalhamento pamiedraXccXgh em diferentes concentragdes. Em
preto, tem-se o espalhamento a 1 mg/mL; em vermithese o espalhamento a 5 mg/mL e; em
azul, tem-se o espalhamento a 13 mg/mL.

A normalizacdo das curvas de intensidade medidas pada concentracdo nao
mostrou diferencas na regidao de baixa resolucaoe$3® motivo, acredita-se que ndo houve
erro nas medidas por efeito de concentracdo. Alérandlisar a regido de baixa resolucao,
também foi visto o quéo globular é a proteina fdmem grafico de Kratky e mapeando a taxa

de decaimento de 1/q.
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Figura 26 — A, curvas das intensidades de espalhamentoapprateinaXccXgh em diferentes concentragdes
analisadas pelo gréafico de Kratky; em preto, tem-sspalhamento a 13 mg/mL; em vermelho,
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tem-se o espalhamento a 1 mg/mL e; em azul, teomespalhamento a 5 mg/mL. B, curvas das
intesindades de espalhamento para uma proteinatanoe conformacionais distintos: em azul

vé-se o gréafico de Kratky caracteristico para pnaie totalmente enoveladas, em preto para
parcialmente e em vermelho para desenoveladas (RWIT&t al, 2007).

Aqui, fazendo essa andlise, verificou-se que aséecntds tém alto grau de
globularidade. Isso é esperado para um represerdastGH 74 em funcéo da conservacao do
enovelamento destas proteinas pelo alinhamentoedaescia primario e estrutural das
proteinas com codigo PDB 2CN2 e 1SQJ. Nao foi olbsker indicios de agregacdo das
amostras. Outra forma de conferir se ha agregadoamostra € fazer a aproximacado de
Guinier na curva de espalhamento para ver 0s pou®s1ao se ajustam na regidao de baixa
resolucdo, além de obter, ainda, o raio de giroNRgpte caso, obtemos um raio de giro da
proteina em questao igual a (31,85+0,5) A.

Tendo essas condicOes satisfeitas, fez-se a Tremmda Inversa de Fourier e
implementada no programa Gnom para gerar a funedistribuicdo de distancias p(r) e o
didmetro maximo Rax das particulas em solu¢cdo. Como resultado, odaigiro Rg das
moléculas de proteina é (31,96+0,01) A e diameti@imo de (90+4) A. Pela avaliacdo da
funcado de distribuicdo de distancias p(r), Figurastigere-se que a proteina tem apenas um
dominio globular. Proteinas globulares muitas vezkgam conformacgdes mais alargadas no
perfil da funcdo p(r) com picos Unicos, enquantotginas com multidominios tém picos
multiplos (PUTNAMet al, 2007).

Pelo SaxsMow, obtivemos a massa molecular de 702 &m desvio relativo de
3,5% da massa esperada pela sequéncia de amir&0idaio de giro foi de (30, 35+0,02)
A. Como conclusdo desta andlise, vé-se que a peotefn solucdo se apresenta como
mondmero. Essa evidéncia € a mais aceitavel temdooata que nas estruturas obtidas por

cristalografia de raios-X existem dois dominiosactaristicos desta familia de proteinas.
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Figura 27 - Funcéo de distribuicdo das distancias a protéaeaXgh em solucéo.
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Essa afirmativa pode ser provada pela determindgQamodeloab initio de dummy
atomos (programa DAMMIN) e pelo programa GASBOR. re8ultado desta modelagem
pode ser visto analisando o ajuste da intensidatigaoexperimentalmente e pelos programas

Dammin e Gasbor, Figura 28.

0.018324 s

0.01 4

.
Re(Cuinier) = (31854 £0.03) .
.
018

0.06 0.12

1E-34
q’(nm’)

l(u.a.)

= Experimental
e Dananin sem Porod
1E-4 - === Gashor

T T T T v T T T L] 1
015 020 025 030 035
-1
q(mm )

— T T T T T
-0.05 0.00 0.05 0.10

Figura 28 — Sobreposi¢do das intensidades comparando otsjasmudangas dos modelos gerados pelo
DAMMIN e GASBOR referente a intensidade experimedéaproteinaXceXgh em solugéo.

Apds os modeloab initio serem gerados, um modelo médio foi sobrepostoaateim
obtido por difracdo de raios-X utilizando o progea®UPCOMB20. O ajuste no volume do

envelope dos modelos demmyatomos pelo modelo cristalografico é validado paloaixe

das regides flexiveis (“loops”), Figura 29.

180°

Figura 29 - Sobreposicdo do modelab initio obtido com o programa DAMMIN usando o modelo

cristalografico deXcc Xgh.
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Até agora foi visto que essa xiloglucanase € eBpmgbara xiloglucano e que a
construcdo T1 A nao tem atividade, por outro ladb2ae fortemente catalitica para esse
substrato. A possivel razao para tal comportaméntizvido as muta¢des pontuais ocorridas
no processo de amplificagdo génica. Assim, pamneet mais sobre o comportamento fisico
e a dindmica em solucéo, fez experimento de deswdin térmica para a proteina em sua
forma ativa e na sua forma inativa. A Figura 30 tn@o® perfil de desnaturacdo para a

proteina ndo ativa e para a proteina com atividatlee xiloglucano.
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0.00030 ; £ 30°C
0.00025 4 v 35°C
< 40°C
0.00020 > 45°C
0.00015 4
0.00010
30.00005-
ol 4
< 0.00000 4
-0.00005 4
-0.00010 4
-0.00015 4
1 s 1 . 1 L 1 v 1 s 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

qm™ 1)

Figura 30 - Grafico de Kratky da proteina mutada.

Analisando o comportamento térmico da enziXw@x:-Xgh quanto a sua perda de
globularidade pelo efeito do aumento de temperatard0 a 45 °C, vemos que a construcéo
gue apresentou mutacao é estavel até 35 °C. A gardio °C ha uma leve mudanca no estado
conformacional e em 45 °C a perda do estado erduvela

Ja para essa enzima na constru¢do com atividadle(Figura 31), vemos que ndo ha
mudancgas no perfil de Kratky quando a temperatunaeata de 20 a 40 °C. As altera¢gbes da
globularidade acontecem a partir de 45 °C e é ptéde desenovelamento com a proteina na
temperatura de 55 °C.

A diferenca de comportamento na perda de globuldedreflete o desarranjo da
estrutura terciaria da enzima. Neste caso, a a@dgircom atividade € claramente mais
estavel com o aumento da temperatura. Isso indiealg algum modo as mutacfes foram as

responsaveis por tais modificacoes.
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Figura 31 - Gréfico de Kratky da proteina sem mutacdes.

Esses resultados de SAXS ajudam a corroborar edta@gs funcionais quanto a
temperatura de melhor atividade ser de 42°. Iskwga a confirmacédo da estreita relacéao

entre estrutura e funcdo enzimatica.
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5. Conclusoes

A partir do emprego de técnicas de clonagem isadamogene de uma nova
xiloglucanase da familia GH 74 provinda do orgawisidanthomonas campestris
Desenvolvemos um protocolo eficiente para expressarificacdo desta proteina, o que
permitiu sua caracterizacao funcional e estrutural.

Quanto a caracterizacdo funcional, identificamos gunova xiloglucanase da familia
GH 74 é uma enzima especifica para xiloglucano, atwidade especifica similar a outras
enzimas desta familia. A sua especificidade poghkikcano indica que essa enzima tem maior
poder de penetracdo no material lignocelulésicanddo a expor as microfibrilas de celolose
com maior eficiéncia.

Quanto a caracterizacao estrutural, utilizandcédaita de espalhamento de raios-X a
baixo angulo, obtivemos o envelope molecular ddefma estudada. Somando a isso, de
posse de duas construcdes diferentes da xiloglseara estudo, uma com atividade sobre o
substrato e outra sem atividade (possivelmenteddeas mutacdes!), obtivemos curvas de
estabilidade térmica diferentes para cada umargaido com isso a relacdo estreita entre
estrutura para a mesma.

A partir da técnica de cristalografia, obtivemos umodelo estrutural para a
xiloglucanase estudada, sendo o mesmo constitwiddgis dominios. Estes dominios fazem
a interface do sitio ativo com o substrato. A padeste modelo identificamos diversos
“loops” responsaveis pela acomodacdo do substAdém disso, utilizando da técnica de
“soaking” com glicose e produto da hidrélise deogilicano, obtivemos mondmeros de
glicose em regides distintas do modelo estrutuagdrdteina, o que pode estar correlacionado
com a atividade catalitica da mesma.

Portanto, a determinacdo do modelo tridimensioeatal enzima, como também os
resultados funcionais, contribuem para a compreedadnaquinaria molecular das enzimas
membros da familia GH 74 e lanca novas perspectsagize o modo de acdo das

xiloglucanases.
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6. Perspectivas

Diante dos resultados e conclusdes aqui delineg@oa, maior esclarecimento a respeito da

estrutura e funcdo da enziméccXgh pretendemos realizar futuramente os seguintes

experimentos:

X/
o
X/
o

o0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Fazer testes cinéticos;

Fazer mutacdes na proteina ativa levando em centaudancas de aminoécidos da
proteina ndo ativa;

Se possivel, fazer biblioteca de mutantes;

Determinar o mecanismo de reacao;

Cristalizar a proteina a mutada como também a afvpresenca de oligossacarideos
de xiloglucano;

Por fim, fazer dindmica molecular.
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