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RESUMO

O esgotamento das fontes de combustiveis fosseis, a crescente demanda energética
e a grande necessidade de reducdo da emissdo de carbono fizeram com que
aumentasse gradativamente a procura por novas fontes de energia renovaveis e
limpas. O bioetanol obtido da fermentacdo de biomassas lignocelulésicas, como o
bagaco de cana-de-acucar, pode ser considerado uma alternativa viavel. Para que
essa biomassa possa ser utilizada, faz-se necessério a degradagcdo das moléculas
constituintes da parede celular a acglcares fermentaveis por meio das enzimas
chamadas celulases. Dentre elas existem trés classes com diferentes funcdes: as
celobiohidrolases, as endoglucanases e as B-glicosidades. Com o objetivo de
contribuir para a viabilizagédo e implantagéo de tecnologias de producgéo de etanol, foi
realizada a purificacdo de duas [B-glicosidases do fungo Trichoderma harzianum,
denominadas nesse trabalho como ThBgl1l e ThBgl2, bem como sua caracterizagéo
bioquimica e biofisica. Os clones em estudo foram obtidos por meio de uma
plataforma de clonagem, expressdo e purificagdo de proteinas recombinantes em
alto desempenho e expressos na bactéria Escherichia coli. Através da
caracterizacdo funcional das proteinas em estudo, verificou-se que elas
apresentaram o pH 6timo na faixa de 5,5 e temperatura 6tima em torno de 40°C. Os
resultados de cinética enzimatica mostraram que ThBgll tem maior preferéncia
(especificidade) por celobiose, enquanto na ThBgI2 a celobiose é um substrato com
baixa especificidade. Na ThBgl2 a especificidade € maior por fucosideos. Além
disso, constatou-se a ocorréncia de transglicosilacdo catalisada pelas B-glicosidases
em estudo e a acdo de alguns inibidores em sua atividade enzimética. A analise
tridimensional dessas proteinas revelou a presenca de um barril tim tipico das

hidrolases de glicosideos da familia 1.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, 3-glicosidase, cinética enzimética.



ABSTRACT

The depletion of fossil fuels, the growing energy demand and the great need to
reduce carbon emissions gradually increased the demand for new sources of
renewable and clean energy. Bioethanol is obtained from the fermentation of
lignocellulosic biomass, for example sugar cane, and can be considered a viable
alternative. For this biomass can be used it is necessary to degrade the constituent
molecules of the cell wall to fermentable sugars through the enzymes called
cellulases. Among them there are three classes with different functions: the
cellobiohydrolases, endoglucanases and B-glucosidases. In order to contribute to the
viability and deployment of ethanol production technologies, purification of two B-
glucosidases of the fungus Trichoderma harzianum was performed, named in this
work as ThBgll e ThBgl2, as well as their biophysical and biochemical
characterization. Clones in study were obtained by a cloning platform, expression
and purification of recombinant proteins in high performance and expressed in
bacteria Escherichia coli. Through the functional characterization of proteins under
study it was found that they had the optimum pH in the range of 5.5 and optimum
temperature around 40°C. Results of enzyme kinetics showed that ThBgl1 has higher
preference (specificity) by cellobiose, while in ThBglI2 cellobiose is a substrate having
low specificity. In ThBgl2 specificity is higher by fucosideos. Furthermore, it was
observed the occurrence of transglycosylation catalyzed by B-glucosidases in study
and the action of some inhibitors on its enzymatic activity. The three-dimensional
analysis of these proteins revealed the presence of the barrel tim typical of family 1 of

glycoside hydrolases.

Keywords: Trichoderma harzianum, B-glucosidase, enzyme kinetics.
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1. INTRODUCAO

O suprimento de energia pertence a base operacional de uma sociedade,
além de constituir um fator determinante no posicionamento econdémico, politico e
social das nacdes. O aumento populacional, acompanhado do desenvolvimento
socioeconbmico, fez com que crescesse 0 consumo energético. Entretanto, a
negligéncia mundial em relacdo aos combustiveis ndo renovaveis trouxe ao planeta
e as industrias de abastecimento uma grave crise energética e um dos maiores
desafios enfrentados pela nossa sociedade é o de atender as demandas mundiais
referentes ao consumo de energia e mudanca da matriz energética (PEREIRA JR. et
al., 2008; BON et al., 2008; GOLDEMBERG, 2007).

H4, ainda, forte dependéncia de combustiveis fésseis como carvao, petroleo e
gas. O Férum Econdmico Mundial langou um relatério em margo de 2013 mostrando
que o consumo mundial de energia aumentou 27% desde 2000, com 87% do
abastecimento de energia primaria representado por combustiveis fosseis. Essa
situacdo ndo pode persistir por muito tempo, pois, além da exaustdo gradativa das
reservas fosseis ha também efeitos negativos ao meio ambiente resultantes das
emissbes de carbono (ENERGY INFORMATION, 2005). Dentre os problemas
oriundos dessas emissdes podemos citar 0 aumento da temperatura global, o
derretimento das calotas polares com consequente aumento dos niveis dos
oceanos, impactos na agricultura e perda da biodiversidade (PEREIRA Jr. et al.,
2008).

A tentativa pela reducdo do aquecimento global encorajou o surgimento de
pesquisas com o objetivo de desenvolver métodos que contenham as emissdes de
gases responsaveis pelo efeito estufa. As fontes energéticas renovaveis e limpas
podem ser a solucdo para esse problema, uma vez que poderdo reduzir o impacto
climatico global gerado pelo uso desenfreado dos combustiveis fosseis, e, além
disso, atender a crescente demanda energética (CHUNDAWAT et al., 2011;
MOHANRAM et al., 2013). Nesse cendario ganham destaque os biocombustiveis, em
especial o etanol.

O etanol é o principal recurso para substituicdo do petréleo, principalmente
como combustivel para alguns meios de transporte. Entretanto, apesar de viavel e

muito bem estabelecido, o etanol obtido pelo processo de primeira geragdo ndo sera
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suficiente para suprir a crescente demanda mundial. Além disso, cria-se um cenario
no qual a demanda por matéria-prima compete com o setor de alimentos quando
terras destinadas ao cultivar sédo utilizadas na plantacado de vegetais para producéo
desse combustivel. Nesse contexto, uma alternativa surgiu nas ultimas décadas,
desenvolvida por pesquisas baseadas em biomassas lignoceluldsicas para obtencéo
de combustiveis renovaveis, uma vez que esses materiais representam uma
alternativa de substrato renovavel, de baixo custo e sustentavel, além de tratar-se de
uma fonte neutra de emisséao de carbono (CHUNDAWAT et al., 2011; DEMIRBAS,
2007).

No Brasil, por exemplo, o bagaco de cana-de-acucar é um dos mais
abundantes subprodutos derivados da industria sucroalcooleira, remanescente do
processo de obtencdo do caldo de cana para producdo de acucar e alcool
(BOCCHINI, 2005). Com isso, os laboratérios de pesquisa desenvolveram uma
alternativa econOmica para esse substrato, que consiste na sua utilizacdo como
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis, em especial o etanol
(FINGUERUT et al., 2006). Diferentemente do etanol convencional, o bioetanol &
feito com base em materiais da biomassa celulésica ou, mais designadamente,
lignocelulésica. Esse processo de producao de etanol é referido como uma segunda
geracdo de combustiveis, cujo processamento é uma das mais promissoras
tecnologias apresentadas pelo homem (BASTOS, 2007).

A biomassa é a Unica fonte apropriada e renovavel de energia primaria que,
em curto prazo, pode ser convertida em biocombustiveis e energia. Entretanto, os
materiais lignoceluldsicos ndo contém prontamente os monossacarideos disponiveis
para bioconversédo e precisam ser hidrolisados por acidos ou enzimas em acucares
fermentaveis. A hidrélise enzimatica € o caminho mais promissor, porém a baixa
acessibilidade da celulose nativa é um problema chave para o processo de obtencéo
de etanol, tornando-se necessario um pré-tratamento a fim de aumentar a
porosidade do material e a susceptibilidade a celulose (CARDONA et al., 2010).

Muitos microrganismos desempenham um importante papel na conversao da
biomassa vegetal ao produzirem coquetéis enzimaticos capazes de degradar os
componentes da parede celular. Esse complexo de enzimas é composto pelas
celulases identificadas como hidrolases de glicosideos e é capaz de quebrar a

recalcitrancia da biomassa, catalisando a hidrolise da celulose em acucares
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redutores, podendo ser utilizado em condicdes mais amenas e apresentando alto
rendimento de carboidratos fermentaveis (FARINAS, 2011). Entretanto, o alto custo
das celulases ainda € um entrave ao processo de obtencédo de etanol a partir de
residuos organicos.

Desta forma, a conversdo de grande quantidade de biomassa em acucar
fermentdvel tem aplicagdo potencial na area de geragcdo de bioenergia e o0 objetivo
principal € tornar o processo de conversdo da biomassa viavel, com custo
competitivo, ambientalmente favoravel e altamente sustentavel em comparacao aos
seus equivalentes petroguimicos. Dentro desse contexto, o entendimento da
estrutura da parede celular vegetal e da atuagdo das enzimas que degradam os
polissacarideos em acucares fermentaveis torna-se de fundamental importancia na
viabilizacdo do uso da biomassa vegetal como fonte de energia renovavel (FARINAS
et al., 2010).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa Vegetal

Em geral, denomina-se biomassa lignocelulésica qualquer matéria de origem
vegetal, que dispde de componentes energéticos e pode ser processada para
fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final.
Como destaque, tem-se a conversdo de residuos agricolas e agroindustriais,
residuos florestais, residuos organicos urbanos e outros residuos agropecuarios em
biocombustiveis liquidos (RAVEN, EVERT, EICHCHORN, 2001). Os materiais
lignoceluldsicos apresentam-se vantajosos nesse sentido por serem abundantes,
renovaveis, e, sobretudo, possuirem baixo custo de producdo, altos indices de
rendimentos, boa adequagdo ao solo, bem como baixos impactos ambientais
(BALAT et al., 2008; BALAT, 2011).

A principal fonte de matéria-prima para producdo do bioetanol, contida na
biomassa lignocelulésica, € a parede celular vegetal. A maioria do carbono fixado
fotossinteticamente é incorporado aos polimeros da parede celular vegetal, tornando

esse material a fonte mais abundante de biomassa terrestre. Quanto a sua
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composicdo, trata-se de uma mistura de polissacarideos, proteinas, compostos
fendlicos e sais minerais. Os polissacarideos representam cerca de 90% do peso
seco da parede e consistem em celulose, hemiceluloses e pectinas. Além dos
polissacarideos, a parede celular também contém lignina, um polimero aromatico
que fornece rigidez a planta (FARINAS, 2011).

A celulose é o principal polimero constituinte da parede celular das plantas,
sendo constantemente renovada pelo processo de fotossintese. Quimicamente € um
polimero linear simples formado unicamente por moléculas de glicose unidas entre si
por ligagbes glicosidicas do tipo B-1,4 e estabilizadas por ligacbes de hidrogénio
intramoleculares (ligacdes entre unidades de glicose da mesma molécula) e
intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas adjacentes). As moléculas
de celobiose, um dissacarideo formado por unidades de D-glicose invertidas 180°
em relacdo a anterior, sdo a unidade repetitiva deste polissacarideo natural (Figura
1) (MORAIS et al., 2005).

Ligagdo de hidrogénio
intramaolecular

Ligagdo de hidrogénio
intermolecular

Celobiose (CoH1, Q)

Figura 1- Estrutura quimica do polimero de celulose (MORAIS et al., 2005).

As ligacdes intermoleculares sdo as responsaveis pela formacao de fibrilas,
estruturas altamente ordenadas que associam-se formando as fibras de celulose. As
fibrilas apresentam desde regibes com elevado grau de cristalinidade até regides

com menor grau de ordenacdo chamadas regides amorfas. A celulose amorfa é a
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forma na qual a celulose encontra-se mais suscetivel a degradacdo enzimética
(HALL, 2010; TESTONI, 2010).

O arcabouco de celulose é preenchido por lignina e por moléculas
denominadas hemiceluloses (LAGAERT et al.,, 2009). Em razdo de suas
propriedades bioquimicas, as hemiceluloses mantém interagdes covalentes com as
moléculas de lignina e ndo covalentes com as moléculas de celulose. A associacao
covalente de hemiceluloses com lignina forma uma camada sobre as fibras de
celulose, protegendo-as contra a degradacéo por celulases (ROCHA, 2010).

As hemiceluloses séo heteropolissacarideos formados por varios residuos de
acucares pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose),
acidos urdnicos e grupos acetila. Os aguUcares estao ligados entre si, formando uma
estrutura principal composta por um tipo especifico de residuo, a partir da qual
surgem ramificagbes laterais de cadeias curtas de outros compostos. As
hemiceluloses séo classificadas de acordo com o acglUcar predominante na cadeia
principal e na ramificacdo lateral. As principais hemiceluloses encontradas em
plantas sdo os xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e 0s mananos
(MN). Em todos os casos, ha uma cadeia principal de monossacarideos de glicose,
xilose e manose, respectivamente, que pode ser ramificada com diferentes
monossacarideos (Figura 2) (BUCKERIDGE, 2010).

Acido Metil-Glucurdnico

.nr:etam i

Acido fertlico

Figura 2 - Estrutura tipica da hemicelulose mostrando as diferentes ligacdes e compostos
encontrados nas ramificagfes (Adaptado de DODD; CANN, 2009).
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A lignina ndo possui moléculas de agucar e envolve as moléculas de celulose
e hemicelulose. E responsavel pelo suporte estrutural, impermeabilidade e
resisténcia ao ataque microbiano da célula. A lignina esta presente em quantidades
menores em relacdo a fracdo celulésica, mas, mesmo assim, € suficiente para
retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuagdo microbiana sobre o material.
Dessa forma, faz-se imprescindivel o uso de pré-tratamentos no material, com o
intuito de aumentar sua susceptibilidade ao agente de interesse, pela remocéo da
lignina e reducéo da cristalinidade da estrutura celuldsica (CASTRO, PEREIRA JR.,
2009).

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono/energia da
natureza, sendo o maior depdsito de compostos aromaticos, constituindo-se, assim,
em uma fonte potencial de valiosos insumos para a industria quimica (SEABRA,
MACEDO, 2011). As unidades monoméricas precursoras da lignina sao hidroxilas
fendlicas dos alcodis trans-p-cumarilico, trans-coniferilico e &lcool trans-sinapilico
(FENGEL; WEGENER, 1989). A Figura 3 mostra a estrutura geral desse composto.

r" —0OH

HaC_

D-“CHa

Figura 3 - Estrutura Geral da Lignina (MARX, 2000).
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A recalcitrancia da parede celular consiste da propria organizacdo cristalina
da celulose, proveniente da estrutura linear de suas cadeias compactadas em
microfibrilas, e a alta protecdo conferida pela lignina e pela hemicelulose, atuando,
dessa forma, como uma barreira fisica ao ataque enzimatico, principal obstaculo
para a hidrolise da celulose presente nas biomassas vegetais (RABELO, 2010).

Muitos organismos vivos tiram proveito da diversidade existente de
carboidratos e usam polissacarideos e oligossacarideos para um grande namero de
funcdes biologicas, desde estruturais e de armazenamento de energia, até a
sinalizacdo de processos altamente especificos. Nesse sentido, a hidrélise seletiva
de ligacdes glicosidicas é crucial para obtencdo de energia, expansao e degradacéo
da parede celular (DAVIES, HENRISSAT, 1995).

2.2. Hidrolise da Biomassa

Ha um interesse crescente na producédo e uso do bioetanol, produzido pela
fermentacdo de aclcares provenientes de biomassas vegetais (SANCHEZ,
CARDONA, 2008). Porém, a fim de viabilizar o processo de producdo do etanol
lignoceluldsico, tornando o seu valor competitivo com o etanol produzido a partir do
caldo de cana, maiores estudos sdo necessarios, bem como uma tecnologia mais
eficiente de conversao da biomassa.

O Brasil, devido a sua vasta atividade industrial e agricola, possui uma grande
variedade de residuos agroindustriais, cujo bioprocessamento € de grande interesse
econdmico e social (RAMOS, 2001). A utilizacdo desses residuos em bioprocessos é
uma alternativa para obtencdo de energia com base em matéria organica renovavel,
ajudando a solucionar o problema da poluicdo ambiental.

A composi¢do quimica dos materiais lignocelulésicos € um dos principais
fatores que afetam o processo de conversdo em etanol (BALAT et al.,, 2008). A
conversdo da celulose em glicose requer trés etapas principais: o0 pré-tratamento
para liberacdo da celulose e da hemicelulose do complexo formado com a lignina;
hidrélise (através de rota quimica ou enzimatica) destes polimeros para producéo de
acucares livres e fermentacdo da mistura de hexoses e pentoses para producéo de

etanol propriamente dito (LEE et al., 2002).
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O pré-tratamento objetiva a remoc¢éo da lignina e o rompimento da estrutura
cristalina da celulose, de modo que a hidrolise possa ser alcancada mais
rapidamente e com maior rendimento. (ZUNIGA, 2010).

O processo de hidrolise destina-se a quebra de moléculas de celulose ou
hemicelulose, por meio da acéo de acido sulftrico aos residuos, no caso da hidrolise
acida, ou pela acdo de enzimas (celulases), no caso da hidrolise enzimatica, e,
assim, produzir agucares fermentesciveis (WYMAN, 2005).

Entre as dificuldades para o processo de hidrélise, podemos citar aquelas
decorrentes de fatores fisico-quimicos do processo e fatores estruturais da biomassa
(MOSIER et al., 2005) além do elevado custo de producdo de enzimas celulases
(ZHUANG et al., 2007). Apesar do alto custo da utilizacdo de enzimas, a hidrolise
enzimatica, em comparacdo ao tratamento quimico, apresenta-se como uma
alternativa mais adequada a producédo de etanol devido a maior possibilidade em se
obter rendimentos glicosidicos elevados, ao mesmo tempo em que sao obtidos
hidrolisados com reduzida toxicidade aos microrganismos (FINGUERUT et al.,
2006). Além disso, os tratamentos biologicos incluem condicbes de reacdo mais
brandas, inexistindo problemas de corrosdo; menor nimero de reacdes secundarias
e menor demanda energética, além de eliminarem o descarte de residuos
prejudiciais ao meio ambiente (TESTONI, 2010).

2.3. Celulases

A hidrolise enzimatica da celulose envolve um complexo arranjo de enzimas
que clivam ligagc6es O-glicosidicas e sdo conhecidas como celulases.

A producdo de celulases em escala industrial comegou em meados da
década de 80, visando sua aplicacdo como um aditivo para racdo animal, a fim de
aumentar a digestibilidade de racdes por ruminantes e monogastricos. Em seguida,
essas enzimas comecaram a ser utilizadas como um insumo para a industria de
alimentos, objetivando melhorar as propriedades sensoriais de massas. Nesse setor,
as celulases também comecaram a atuar no processamento de bebidas,
promovendo a clarificacdo de sucos de frutas e vinhos. Posteriormente, as enzimas
celuloliticas comecgaram a ser utilizadas em larga escala nas seguintes industrias:

téxtil, nos processos de biopolimento (desfibrilacdo de tecidos como algodao, linho e
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&) e bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel, para
a modificacdo controlada de propriedades mecanicas da polpa e liberagédo de tintas
da superficie das fibras a serem recicladas; e em lavanderia, de forma a aumentar o
brilho, a remocédo de sujeiras e a maciez dos tecidos, aléem de amenizar o desgaste
das pecas (CASTRO, PEREIRA JR., 2009).

Em se tratando da producéo de bioetanol, as celulases tém importante papel
no processo de hidrolise enzimatica da celulose e séo constituidas por trés
componentes principais: as endoglucanases (EG), que causam mudanca rapida no
grau de polimerizacdo através da hidrolise de ligacbes glicosidicas [-1,4
intramoleculares da cadeia de celulose, criando novos sitios para atuacdo das
exoglucanases; as exoglucanases ou celobiohidrolases que s&o ativas sobre
celulose cristalina, liberando glicose (livre) ou celobiose a partir dos terminais da
cadeia e as B-glicosidases que hidrolisam ligacdes glicosidicas B-1,4 da molécula de
celobiose e de pequenos oligossacarideos, com liberacdo de glicose (ZHANG et al.,

2006). A Figura 4 ilustra a acao das celulases na hidrélise da fibra celulosica.
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Figura 4 - Modo de acao das enzimas do complexo celulolitico (FARINAS, 2011).

Bactérias e fungos sédo utilizados na producdo de enzimas celuloliticas,
porém, devido a baixa producdo dessas enzimas por bactérias, os estudos tém

direcionado sua sintese por fungos, como, por exemplo, espécies de Trichoderma
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(BALAT, 2011). A degradacao de celulose catalisada por enzimas provenientes de
fungos é de grande importancia no nosso ecossistema. O interesse primario nas
celulases desses microrganismos vem do fato de muitos produzirem celulases

extracelulares em quantidades significantes (ZHOU, INGRAM, 2000).

2.4. Hidrolases de Glicosideos

A variedade e complexidade de estruturas que os oligossacarideos e
polissacarideos podem adotar torna este grupo de moléculas essenciais e
empregadas pelos organismos vivos para uma grande quantidade e variedade de
funcdes biologicas. Com base no principio de atuacdo sobre tais moléculas, criou-se
0 grupo das enzimas que sdo ativas sobre carboidratos ou moléculas glicosiladas e
elas foram agrupadas em um banco de dados chamado Carbohydrate-Active
enZYmes (CAZy) (HENRISSAT; BAIROCH, 1993) (CANTAREL et al., 2009). Nesse
banco de dados estdo inclusos varios grupos de enzimas, sendo que o grupo das
hidrolases de glicosideos € o mais representativo e abundante e é o grupo no qual
se encontram as enzimas estudadas.

As hidrolases de glicosideos (GHs) correspondem a enzimas que agem
hidrolisando ligacbes glicosidicas e foram agrupadas em familias com base na
semelhanca de suas sequéncias de amino4cidos e na andlise de grupamentos
hidrofébicos (HENRISSAT; BAIROCH, 1993) (CANTAREL et al.,, 2009). Essa
classificacdo também é realizada por novos métodos que incluem analises
filogenéticas das enzimas, de forma a promover a interacdo entre a sequéncia e a
especificidade das mesmas e aprimorar tal divisdo em subfamilias (LOMBARD et al.,
2013).

As enzimas em estudo nesse trabalho estdo agrupadas dentro da familia 1
das hidrolases de glicosideos (GH1), que € uma das mais importantes, tanto em
termos qualitativos quanto quantitativos. Nessa familia, a maioria é B-glicosidase,
mas existem também B-galactosidases, (3-manosidases, entre outras (HENRISSAT
et al., 2005).

As GH1 tipicamente hidrolisam substratos do tipo G-O-X, no qual G
representa a extremidade nao redutora, também chamada de glicone, glicona ou
gliconica da molécula, e X a extremidade redutora, ou aglicone. A extremidade G é
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conectada a extremidade X por uma ligacéo do tipo B. O aglicone pode ser um outro
monossacarideo ou um grupo ndo carboidrato, de tal forma que esta € a porcao
mais variavel entre os substratos dessas enzimas. A letra O indica que este grupo
de enzimas hidrolisa ligacbes do tipo B de O-glicosideos. Em geral, as funcdes
fisiologicas de glicosideos naturais sdo determinadas pela natureza quimica do
aglicone (HENRISSAT; DAVIES, 1997). A Figura 5 traz 0 mecanismo de hidrolise
catalisado pelas enzimas da familia GH1. Os dois circulos conectados representam,
cada um, um monossacarideo de um substrato, e a parte escura o sitio ativo de uma

B-glicosidase com seus respectivos subsitios.

NAO REDUTORA REDUTORA

A +1 +2 +3 sSuBSITIOS

Local e clivagem da
ligagdo O-f-glicosidica

Figura 5 - Hidrdlise de substratos catalisada por enzimas da familia GH1 (adaptado de HENRISSAT
& DAVIES, 1997)

O sitio ativo das B-glicosidases apresenta um subsitio de ligacdo da
extremidade nado redutora do substrato, conhecido como subsitio -1 (subsitio do
glicone), enquanto a extremidade redutora do substrato € acomodada nos subsitios
+1, +2, +3 etc (subsitio do aglicone). A clivagem da ligacdo glicosidica ocorre entre
os subsitios -1 e +1 (representado pela flecha).

As B-glicosidases, classificadas na familia 1, constituem o maior grupo de
enzimas das hidrolases de glicosideos e tém sido o principal foco de pesquisas
devido as suas fung¢bes nos sistemas biologicos, mas também devido a interesses
na aplicacdo dessas enzimas em processos biotecnolégicos (HENRISSAT et al.,
2005). Elas tém como uma de suas principais caracteristicas a retencdo da
configuracdo do carbono anomeérico no produto liberado. Em linhas gerais, o

mecanismo de reagdo se processa da seguinte maneira (Figura 6): a) um substrato
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ocupa o sitio ativo, com o glicone no subsitio -1 e seu aglicone (-OR) no +1. B) o
acido glutamico catalitico que age como acido/base doa um préton ao O da ligacdo
glicosidica. O acido glutamico catalitico que age como um nucleofilo efetua um
ataque sobre o carbono anomérico. C) ha formacdo de um estado de transicdo com
o glicone adotando uma configuracdo do tipo “meia-cadeira”; a ligacdo glicosidica
com o aglicone esta sendo desfeita e uma ligacdo glicosil-enzima estd sendo
formada. D) o aglicone é liberado e o intermediario covalente glicosil-enzima esta
formado. O glicone assume uma conformacéao do tipo “cadeira”. E) uma molécula de
agua difunde-se para o sitio ativo onde tem seu proton abstraido pela base
catalitica, possibilitando que ela realize um ataque nucleofilico no C anomérico. F)
um estado de transicdo igual ao da etapa C € novamente formado, dessa vez uma
ligacdo entre o carbono anomérico e a agua esta sendo formada e a ligacao glicosil

enzima esta sendo desfeita. G) o produto final é liberado, um monossacarideo.
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Figura 6 - Mecanismo catalitico proposto para B-glicosidases (Baseado em WHITE & ROSE, 1997;
WHITES & RYE, 2000).
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Do ponto de vista estrutural, as enzimas da familia GH1 apresentam uma
estrutura terciaria do tipo barril tim - (B/a)s, com o sitio ativo localizado na porgéo C-
terminal do barril (WANG, 1995; JENG et al.,, 2011). Estas enzimas hidrolisam
ligacdes do tipo B-glicosidicas através de um mecanismo que envolve dois acidos
glutdmicos cataliticos presentes em regibes conservadas da enzima. Nas [3-
glicosidases da familia GH1 o conjunto de aminoé&cidos do interior do sitio ativo e
dois acidos glutamicos cataliticos participam da ligacdo do substrato e estabilizacéo
do complexo enzima-substrato no estado de transicédo, sendo, assim, responsaveis

pela atividade e especificidade destas enzimas (MARANA, 2006).

2.5. B-glicosidases

As [B-glicosidases catalisam a hidrolise de ligacdes glicosidicas p-1,4 em uma
variedade de glicosideos pela remocdo de monossacarideos da extremidade nao-
redutora do substrato (CANTAREL et al., 2009).

Essas enzimas sdo capazes de atuar no metabolismo de glicosideos e
glicolipideos em animais, defesa, lignificagdo da parede celular, ativagdo de fito-
horménios, liberacdo de compostos aromaticos em plantas e conversdo da
biomassa em microrganismos (CAIRNS; ESEN, 2010). O interesse inicial pelo
estudo das B-glicosidases surgiu ha década de 1950, devido ao seu envolvimento na
conversao biolégica da celulose (LYND et al., 2002; ZHANG et al., 2006).

No complexo celulolitico, as B-glicosidases sao cruciais para a hidrélise
eficiente da celulose, sendo responsaveis pela liberacdo de moléculas de glicose,
produtos finais da hidrdlise. Além disso, a atividade B-glicosidica pode otimizar a
acdo sinérgica de outras celulases, aumentando o rendimento do produto final e
diminuindo a concentracdo de celobiose que é forte inibidor do complexo celulolitico
(KOROTKOVA, 2009).

Entretanto, a hidrélise enzimatica de biomassas lignoceluldsicas
heterogéneas requer B-glicosidases com diferentes niveis de especificidade para di-
ou oligossacarideos. Assim, estudos detalhados sobre a estrutura dessas enzimas,
tais como atividade e especificidade, sdo necessarios para aprofundar o
conhecimento a respeito das bases moleculares que regem o mecanismo de acao

das [B-glicosidases. Além de sua importancia como constituinte do sistema de
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degradacao da celulose, as B-glicosidases sao consideradas de grande interesse
industrial devido as suas aplica¢des na industria alimenticia, como, por exemplo, na
liberacdo de compostos fendlicos, importantes agentes antioxidantes (DAN, 2000).

As [B-glicosidases representam um grupo heterogéneo de enzimas, néo
existindo um sistema Unico definido para sua classificagdo. Em geral, dois sistemas
de classificacdo s&o descritos na literatura, um baseado na especificidade de
substrato e o0 outro na similaridade na sequéncia de nucleotideos (BHATIA et al.,
2002).

Na classificacdo baseada na especificidade de substrato, as B-glicosidases
sao divididas em trés grupos: a) aril B-glicosidases, que agem em aril-glicosideos; b)
celobiases verdadeiras, capazes de hidrolisar celobiose e c) B-glicosidases com
ampla especificidade de substrato, que hidrolisam uma variedade de substratos;
sendo que a maioria das B-glicosidases ja caracterizadas encontram-se neste Ultimo
grupo (BHATIA et al., 2002).

Entre as classificacbes propostas para identificacdo das B-glicosidases com
base na similaridade da sequéncia de nucleotideos, a mais aceita € baseada tanto
na similaridade das sequéncias de nucleotideos quanto nos padrbes de
enovelamento destas enzimas (BHATIA et al., 2002). Nesta classificagdo as [3-
glicosidases representam um grupo importante entre as hidrolases de glicosideos e
estdo reunidas nas familias 1 e 3. Dentro da familia 1 a estrutura tridimensional de
algumas [B-glicosidases ja foi resolvida, revelando um padrdo comum de disposicéo
de a-hélices e folhas-B, além da presenca de varios residuos de aminoacidos
altamente conservados, localizados nas proximidades do sitio ativo (JENKINS et al.,
1995; BHATIA et al., 2002).

As [B-glicosidases sdo consideradas responsaveis pela regulacdo de todo
processo celulolitico, constituindo o fator limitante da hidrélise enzimatica da
celulose, uma vez que endoglucanases e celobiohidrolases s&o inibidas por
celobiose. Além de serem responsaveis pela producdo de glicose a partir de
celobiose, permitem também a acéo eficiente de exoglucanases e endoglucanases
(KAUR et al., 2007). Por outro lado, grande parte das B-glicosidases conhecidas é
inibida por glicose (BHATIA et al., 2002; LYND et al.,, 2002; YANG et al., 2008).

Dessa maneira, existe um interesse crescente na busca por enzimas tolerantes ao
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produto final, o que melhoraria acentuadamente a eficiéncia do processo de hidrélise
da celulose.

2.6. Microrganismos celuloliticos

A grande quantidade de celulose formada anualmente ndo se acumula sobre
o planeta devido a acdo de fungos e bactérias que sdo capazes de degradar
eficientemente os materiais das paredes celulares de plantas. A biodegradacao da
celulose por celulases, produzidas por uma grande variedade de microrganismos,
representa o maior ciclo de carbono da biosfera e pode ser amplamente utilizada na
producdo de bioprodutos, sem emisséo liquida de CO, na atmosfera (ARO et al.,
2005; LYND et al., 2002; ZHANG et al., 2006).

Os microrganismos celuloliticos estdo distribuidos em grupos taxonémicos
extremamente variados e podem ser encontrados em toda a biota em que se
acumulem residuos celuloliticos (LYND et al., 2002).

A procura de fontes de enzimas celuloliticas é de grande interesse para um
melhor processo de bioconversao de celulose. Embora varios microrganismos como
fungos e bactérias tenham sido avaliados pela sua capacidade de degradar celulose
em mondmeros de glicose, poucos foram selecionados por suas potenciais
producdes de celulases (DAS, ROYER, LEV, 2007; YU et al., 2007).

Em se tratando da degradacdo da parede celular das plantas por fungos
filamentosos celuloliticos, consiste de um processo complexo que envolve a acéo de
um grande numero de enzimas extracelulares, celulases, hemicelulases, pectinases
e ligninases, o que d& a esses organismos meios para obtencdo de energia e
nutrientes (ARO et al, 2005).

2.7. Trichoderma harzianum

O interesse pelos microrganismos comecou na antiguidade, com a utilizacao
da fermentacdo para produzir paes, queijos e cerveja (LIMA, 1975). Durante a
Segunda Guerra Mundial, com a descoberta da penicilina, eles passaram a
possiveis fontes de substancias bioativas (TURNER, 1975; LIMA, 2003). Os fungos
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(Reino Fungi), em especial, além de fornecedores de metabdlitos secundarios de
interesse para o0 homem, sdo muito empregados na transformacdo de moléculas
organicas, revelando sua grande importancia na sintese assimétrica de moléculas
biologicamente ativas e com interesse comercial (GARCIA-PAJON, 2003; RAVEN,
2001).

Os fungos filamentosos constituem um grupo de organismos multicelulares,
eucarioticos, com um nucleo contendo varios cromossomos, delimitado por uma
membrana nuclear e organelas citoplasmaticas. O citoplasma encontra-se limitado
pela membrana plasmatica e pela parede celular que é composta,
fundamentalmente, por proteinas e polissacarideos como quitina, manana e glucana
(ALEXOPOQULOS et al., 1996). Sao organismos quimioheterotroficos, alimentando-
se por absorcdo dos metabdlitos encontrados no ambiente. Quando se trata de um
substrato insoluvel, os fungos sintetizam e secretam enzimas apropriadas a fim de
solubilizar e absorver tais metabdlitos, fato que contribuiu para a descoberta de
exoenzimas de importancia biotecnologica (GRONDONA et al., 1997; TILBURG et
al., 1993).

Com relacéo aos fungos do género Trichoderma, algumas espécies tém sido
largamente utilizadas na area industrial para producédo de celulases, pelo fato de
estarem presentes em todos os lugares e terem rapida colonizacdo. A atividade do
controle biolégico deste fungo depende da versatilidade metabdlica e do potencial
secretor, 0s quais sdo responsaveis pela producdo de uma grande quantidade de
diversas enzimas altamente hidroliticas envolvidas na degradacédo da parede celular
(HARMAN et al., 2004).

A espécie Trichoderma harzianum em particular, € um fungo pertencente a
classe dos Deuteromicetos, atua inibindo fitopatdgenos habitantes de solo,
utilizando-se, normalmente, de antibiose, competicdo ou parasitismo. Além disso,
pode atuar na decomposicdo de matéria organica e na degradacdo de residuos
toxicos em solos contaminados com agrotoxicos (EZIASHI, 2007; MENEZES, 1993).
O Trichoderma harzianum tem tido destaque na producdo de celulases, embora

outras espécies afins possam também fazer parte de todo o processo de producao.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O Forum Econdmico Mundial langou um relatério em marco de 2013
mostrando que o consumo mundial de energia aumentou 27% de 2000 para ca, com
87% do abastecimento de energia primaria representado por combustiveis fésseis.
Essa situagéo precisa ser revertida, uma vez que o uso desenfreado de fontes de
combustiveis fosseis gera a exaustdo gradativa dessas reservas, além de mudancas
climaticas drasticas. Dessa forma, torna-se fundamental o aumento de estudos com
0 objetivo de encontrar e desenvolver substitutos para esses combustiveis. Entre
eles, a producado de etanol a partir da biomassa lignocelulésica, como o bagaco de
cana-de-acgucar, mostra-se uma alternativa sustentavel e racional.

A tecnologia para conversao dessa biomassa em etanol combustivel tem
como principio a hidrolise enzimética da celulose usando um complexo de enzimas
conhecidas como celulases. No entanto, o custo de conversdao da biomassa pré-
tratada em acucares fermentaveis ainda € um grande gargalo para a producdo de
biocombustiveis (JORGENSEN et al., 2007). Com isso, trabalhos com um enfoque
como o apresentado nessa dissertacdo sdo cada vez mais necessarios visando a
otimizar a producdo de etanol a partir do bagaco de cana-de-agucar, por meio da
caracterizacdo de enzimas envolvidas na hidrélise enzimatica da biomassa.

Como as B-glicosidases tém importante funcdo no mecanismo de regulacéao
da degradacdo enzimatica da celulose, podendo ser consideradas como limitantes
para o processo de hidrélise (ZHANG, LYND, 2004), o objetivo geral desse trabalho
consistiu em realizar estudos sistematicos estruturais e funcionais de duas [3-
glicosidases produzidas pelo fungo Trichoderma harzianum, denominadas neste
trabalho como ThBgI1 e ThBgI2 e, assim, entender o mecanismo de acédo dessas
enzimas no organismo do fungo e contribuir para otimizacdo do processo de
hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar.

Os obijetivos especificos foram:

- Clonagem das B-glicosidases (ThBgll e ThBgl2) do fungo Trichoderma
harzianum;

- Transformacéo dos vetores em célula de propagacao;

- Expressao heterdloga e purificacdo das proteinas de interesse;

- Determinacéo das condi¢des 6timas para atividade -glicosidica;
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- Caracterizacdo molecular das B-glicosidases obtidas através de técnicas
bioguimicas (SDS-PAGE - 15% de poliacrilamida) e da cinética enzimatica;
- Cristalizacéo e estudos de difracdo de raios-X (DRX) visando determinacao

de suas estruturas tridimensionais.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Clonagem e Transformagao

Os clones em estudo (classificados como ThBgl1 e ThBgl2) foram obtidos por
meio de uma plataforma de clonagem, expressdo e purificagdo de proteinas
recombinantes em alto desempenho desenvolvida em nosso grupo de pesquisa pelo
Dr. César Moises Camilo (Processo Fapesp: 2009/11536-3). O vetor utilizado nesse
processo de clonagem foi o pETTRXA-1a/LIC, cedido ao nosso laboratério pelo Dr.
Arie Geerlof (EMBL - Heidelberg), que € uma modificacdo do vetor pETTRX-1a
(Figura 7), uma vez que foi adaptado para o método de clonagem independente de
ligacdo (LIC) (ASLANIDIS; DE JONG, 1990) (Figura 8), que se baseia na atividade
exonuclease 3° — 5 da enzima T4 DNA Polimerase para criar regides de fita
simples de 10 a 15 nucleotideos nas pontas 5° do vetor. Paralelamente, sdo gerados
produtos de PCR dos genes desejados, com caudas de fitas simples a 5,
complementares a do vetor. Essas regides de fitas simples complementares séo
criadas porque sao adicionadas extensdes apropriadas nos primers de tal modo que
o fragmento amplificado ndo tenha timina (no caso do vetor) ou adenina (no caso do
gene) nos 10 dltimos nucleotideos. Apos o tratamento com T4 DNA Polimerase na
presenca somente de dATP (para o gene) ou somente dTTP (para o vetor) a
atividade exonuclease 3’— 5" se encarrega de retirar, base a base, uma das fitas,
até parar numa adenina (gene) ou timina (vetor). O pareamento do vetor com o
inserto é entdo feito na auséncia de ligase, simplesmente misturando-se o0s dois
fragmentos de DNA. Em seguida transforma-se a mistura em bactérias Escherichia
coli DH10B competentes para propagacdo do DNA recombinante. Este processo
acaba sendo bastante eficiente e com poucos falsos-positivos, pois as bactérias sé
incorporardo DNAs circulares e, portanto, contendo o inserto.
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Na tabela 1, encontram-se o0s oligonucleotideos confeccionados para
amplificacdo dos genes de interesse, para cada uma das proteinas em estudo.
Como molde, foi utilizada uma biblioteca de cDNA do fungo Trichoderma harzianum

cultivado em meio contendo celulose como fonte de carbono.

Tabela 1- Oligonucleotideos criados para amplificacdo das B-glicosidases de Trichoderma harzianum.

Primer CAGGGCGCCATGTTGCCCAA CAGGGCGCCATGTCCGAGTCG
F, GGACTTTCA CTATCTCTG

Primer GACCCGACGCGGTTACTCCT GACCCGACGCGGTTAAGCGG
R, TCGCAATCAACTCG CTACTTTAACCCTTTG

Apés as etapas de multiplicacdo e divisdo da célula hospedeira contendo o
gene de interesse, foi feito o plagueamento da cultura de células e, apds
confirmacédo por PCR das coldnias positivas, foi extraido o plasmideo recombinante
e procedeu-se com a transformacdo em células de Escherichia coli competentes

(Rosetta) para a expressao das proteinas de interesse.

4.2. Expressao Heterologa de B-glicosidases de Trichoderma harzianum em
Escherichia coli

Células de E. coli transformadas foram inoculadas em 5 mL de meio de
cultura LB (pré-indculo) esterilizado contendo kanamicina (0,05 mg/mL) e
clorafenicol (0,08 mg/mL) e incubadas por 16 h sob agitacdo de 150 rpm a 37 °C.
Passado esse periodo, cada uma das culturas (pré-inéculo) foi inoculada em 1 L de
meio de cultura auto-indutor estéril (STUDIER, 2005) contendo kanamicina (0,05
mg/mL) e clorafenicol (0,08 mg/mL), mantendo-se agitacdo de 130 rpm a uma
temperatura de 37 °C até atingir o valor de 0,6 de absorbancia num comprimento de
onda de 600 nm (densidade 6ptica). Atingido esse valor, a temperatura do inéculo foi
abaixada para 17 °C, ainda sob agitacdo de 130 rpm, por mais 16 h, para expressao
das proteinas de interesse. A tabela 2 traz os componentes do meio auto-indutor
(meio ZY adaptado de STUDIER, 2005).
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Tabela 2 - Componentes do meio auto-indutor (meio ZY adaptado de STUDIER, 2005).

Y

20 X NPS (400 mL)

50 X 5052 (200 mL)

10 g de triptona

360 mL de agua

50 g de glicerol

5 g de extrato de levedura

26,4 g de (NH4)2804

146 mL de agua

925 mL de 4gua

54,4 g de KH,PO4

5 g de glicose

ajustar o pH entre 6,0 € 6,5

56,8 g de Na;HPO,

20 g de a-lactose

ajustar o pH para 6,75

Apds os componentes do meio auto-indutor serem autoclavados (1 atm/ 120
°C/ 20 min), eles foram adicionados na seguinte propor¢cédo (mantendo-se a ordem
especificada):

1) 928 mL de ZY;

2) 1 mL de MgSO, (1 M);

3) 20 mL de 50 X 5052;

4) 50 mL de 20 X NPS (Nitrogénio, Fosforo e Potassio).

4.3. Extracéo e Purificagdo das B-glicosidases

Passado o periodo de expressao, o volume total de cada uma das culturas foi
centrifugado por 30 min a 6.000 rpm, descartando-se o0 sobrenadante (meio de
cultura) e recuperando-se o pellet (células de E. coli contendo as B-glicosidases
expressas em seu citoplasma). O pellet foi entdo ressuspendido em 40 mL de
tampéo de Lise (50 mM Tris pH 8,0; 300 mM NaCl; 10% (v/v) glicerol; 0,1 mM
PMSF) com 0,25 mg/mL de lisozima e deixado em repouso por 60 min no gelo.

A suspenséao foi submetida a 8 ciclos de 30 segundos em modo ON e 30
segundos no modo OFF, alternados, em sonicador 550 Sonic Dismembrator — Fisher
Scientific para completa lise celular. Ap6s a lise celular, as amostras foram
centrifugadas por 30 min a 10.000 rpm a 4 °C, a fim de separar a fragdo soluvel da

insolGvel.




42

4.3.1. Cromatografia de Afinidade 1

Nas duas construcbes, o gene que codifica a enzima é precedido por uma
sequéncia codificadora que permite a expressao da proteina fusionada a uma cauda
de histidina (6x His) na regido N-terminal e uma fusdo com tioredoxina (TRX). A
presenca dessa cauda confere a proteina alta afinidade de ligagdo em resinas
cromatogréficas com fons de metal quelados, no caso o utilizado foi o Ni** (GE-
Healthcare). O composto quimico imidazol (composto heterociclico contendo dois
nitrogénios com pK, = 7.0 e pK, = 14.9) foi utilizado para realizar a eluicdo da
proteina que se liga & resina contendo os fons Ni?*, j& que o anel imidazélico tem
maior afinidade quimica para a ligacao a esses ions em pH 8,0 e pode competir com
os residuos de histidina pela ligacdo. O procedimento de purificagdo adotado foi o
mesmo para as duas B-glicosidases em estudo. Esse processo teve inicio com o
empacotamento de 4 mL de resina de niquel e a exaustiva lavagem com agua
deionizada, seguida do equilibrio da resina com 10 volumes (no caso 40 mL) de
tampao (50 mM Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 5 mM imidazol). A fracdo soluvel
proveniente da lise celular de 1 L de cultura bacteriana descrito na se¢édo anterior
(secédo 4.3) foi incubada com a resina equilibrada, durante uma hora a 4 °C.
Posteriormente, voltou-se a fracdo solivel e a resina para uma coluna de
empacotamento, deixou-se passar o lisado pela resina e, entdo, lavou-se a resina
com o mesmo tampao do equilibrio. Foi passado quatro volumes de resina de
tampéao (o mesmo do equilibrio) com concentracfes diferentes de imidazol (10 mM e
25 mM), para lavagem e eliminacédo das proteinas com baixa interacdo pela resina.
A eluicdo das B-glicosidases de interesse foi realizada utilizando-se quatro volumes
de resina de tampéao (0 mesmo do equilibrio) com 130 mM de imidazol. O restante
das proteinas foi eluido com 500 mM de imidazol. As fracdes que foram eluidas da
coluna empacotada com a resina, em cada etapa dessa purificacdo (incluindo o
lisado), foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando 15 % de poliacrilamida.



43

4.3.2. Clivagem da Tioredoxina e Cromatografia de A  finidade 2

As proteinas purificadas foram diluidas quatro vezes em tampé&o (50 mM Tris
pH 8,0) para retirada de todo imidazol. Posteriormente, foram concentradas em
concentradores (GE-Healthcare) de corte de 30 kDa e adicionou-se 1 mM de DTT a
mistura reacional. Foi realizado, logo em seguida, o tratamento com protease TEV
(nome comum dado para o dominio catalitico de 27 kDa de uma proteina de
Inclusdo Nuclear codificada pelo virus do tabaco) para a remoc¢do da cauda de
histidina, juntamente com a tioredoxina (aplicando a relacdo de 1 mg de protease
TEV para cada 50 mg da proteina alvo (YOUNGCHANG et al., 2003)), uma vez que
as construcoes possuem sitio pra TEV. Incubou-se as proteinas com a protease
TEV a 4 °C e a clivagem foi analisada por SDS-PAGE. Apoés a clivagem, a mistura
reacional contendo a proteina alvo (clivada e sem clivar), a protease TEV, a cauda
de histidina e a tioredoxina foi submetida a uma nova cromatografia de afinidade, em
coluna com resina de niquel (4 mL de resina para cada proteina). A resina foi
equilibrada com 10 volumes de tampé&o (50 mM Tris pH 8,0; 300 mM NacCl). Coletou-
se manualmente o flow through (contendo a proteina clivada) e o restante das
proteinas foi eluido com 2 volumes de resina de tampé&o (50 mM Tris pH 8,0; 300
mM imidazol). As fracbes que sairam da coluna empacotada com a resina foram
analisadas por SDS-PAGE.

4.3.3. Cromatografia por Exclusdo de Massa Molecula r

Nesse tipo de cromatografia as moléculas sao separadas de acordo com seus
tamanhos. Para a purificagdo das 3-glicosidases foi utilizada uma coluna Superdex
75 HR 16/60 (GE) acoplada ao sistema de cromatografia AKTA Explorer 10 (GE-
Healthcare).

As [(-glicosidases clivadas, obtidas da etapa anterior de purificacdo (segao
4.3.2), foram entdo concentradas para um valor estabelecido pelo fabricante e
submetidas a uma cromatografia em coluna de gel filtracdo, com a coluna
previamente equilibrada com tampao (50 mM Tris pH 8,0 e 150 mM de NacCl). Foi
realizada uma eluicdo isocratica com uma unidade de volume de coluna total, com

fluxo de 1 mL/min de tamp&o, com monitoramento a 280 nm por espectrofotometria.
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As fracdes recuperadas da coluna foram analisadas por SDS-PAGE corado com

Coomassie Brilliant Blue (R-250), para validacdo do processo de purificacao.

4.4. Determinacdo do pH e Temperatura Otimos

A atividade de uma enzima € dependente do pH e da temperatura, uma vez
gue estes parametros podem provocar mudancas na sua distribuicdo de cargas,
consequentemente, em seu enovelamento, atividade catalitica e conformacao.
Foram determinados o pH e temperatura 6timos na atividade das [3-glicosidases
contra o substrato sintético pNPG (4-Nitrophenyl-B-D-glucopyranoside), um substrato
sintético cromogénico. Para os testes utilizou-se as enzimas na concentracéo de 0,1
mg/mL. Primeiramente, a temperatura foi mantida a 30 °C por 10 minutos, variando-
se apenas o pH a fim de se obter o valor de pH 6timo de atividade da enzima (30 °C/
10 min para cada pH analisado). A mistura reacional, para determinacdo do pH
otimo, consistiu de 50 yL de substrato (10 mM de pNPG), 40 uL de tampéo nos
diferentes pHs (tampéao citrato-fosfato (McILVAINE, 1921)) e 10 yL de enzima (0,1
mg/mL). Incubou-se as reag¢des por 10 minutos a 30 °C, parando a reagcdo com a
adicdo de 1 M de carbonato de sédio. A leitura da absorbancia ocorreu em um
espectrofotometro a 405 nm. Para determinacao da temperatura 6tima, utilizou-se 40
uL de tampédo no pH 6timo encontrado no teste anterior, 50 pL de substrato (10 mM
pNPG) e 10 pL da enzima (0,1 mg/mL). Variou-se a temperatura de 5 em 5 °C,
iniciando-se o teste na temperatura de 20 °C e terminando em 70 °C, deixando a
reacao acontecendo 10 minutos em cada temperatura, interrompendo-a com 1 M de
carbonato de sédio a cada temperatura analisada e medindo a absorbancia em
espectrofotometro a 405 nm.

4.5. Atividade especifica em diferentes substratos

A atividade especifica das enzimas em estudo foi avaliada contra os
seguintes substratos sintéticos: p-nitrophenyl-8-D-glucopyranoside, 4-nitrophenyl-3-
D-xylopyranoside, 4-nitrophenyl-B-D-mannopyranoside, 4-nitrophenyl-B-D-

cellobioside, 4-nitrophenyl-B-D-fucopyranoside, 4-nitrophenyl-a-D-galactopyranoside,



45

2-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside, n-octyl-B-D-glucopyranoside. Os ensaios
enzimaticos foram realizados a 35 °C (para ThBgl1) e a 40 °C (para ThBgI2) durante
15 minutos, contendo 100 pL de mistura reacional: 40 pyL de tampao 100 mM fosfato
de sodio pH 5,5, 10 yL de enzima (10 ng/uL) e 50 yL da solucdo de substrato (10
mM) no mesmo tampao.

A reacgdo foi paralisada utilizando-se 0,5 M de carbonato de sédio e a
quantidade de p-nitrofenolato liberada foi quantificada a 415 nm. A atividade

especifica foi expressa em relacédo a atividade em pNPG.

4.6. Atividade de B-glicosidase

A atividade de [B-glicosidase, para cada uma das enzimas, foi determinada
medindo-se a quantidade de glicose liberada a partir de celobiose utilizada como
substrato. Os ensaios de atividade foram realizados em triplicata, utilizando-se 50 pL
de solucéo de celobiose (2% p/v em 100 mM de fosfato de sédio pH 5,5), 40 uL de
tampéao (100 mM de fosfato de sédio pH 5,5) e 10 pL da enzima B-glicosidase. As
reacoes ocorreram a 35°C (ThBgll) e 40°C (ThBgl2) durante 15 min, seguida de
aguecimento a 95 °C durante 10 min para desnaturacdo da enzima. A quantidade de
glicose liberada foi estimada empregando o método da glicose oxidase-peroxidase,
GOD (KUNST, DRAEGER, ZIEGENHORN, 1984), utilizando kit Laborlab. O produto
da reacéo, antipirilquinonimina vermelha, proporcional & glicose liberada, foi dosado
em 505 nm. Controles sem adicdo da enzima foram incluidos com a finalidade de
avaliar a hidrolise espontanea do substrato nas condicdes dos ensaios. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 ymol de glicose por minuto. A atividade especifica foi
definida como a relagcdo entre o numero de unidades e a massa de proteina, em

miligramas, presente no meio reacional (U/mg).

4.7. Cinética Enzimatica

O estudo da catalise enzimética é baseado em medidas da velocidade de
reacdo catalisada pela enzima. A variagdo da velocidade em funcdo da
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concentragdo de substrato, muitas vezes, pode ser descrita pela equacdo de
Michaelis-Menten (Equacéo 1). Esta equacdo descreve a reacdo catalisada através
de duas etapas principais, sendo que na primeira a enzima liga-se reversivelmente
ao substrato, formando um complexo enzima-substrato, e, na segunda etapa, 0
produto é liberado e a enzima fica livre para se ligar a outra molécula de substrato
(MARZZOCO et al., 1999).

V = Vméx [[S]
Km +[S] (Equacao 1)

Quando ndo ha mais enzimas em solucdo em sua forma livre, diz-se que a
velocidade reacional € maxima, a partir da qual qualquer aumento na concentracdo
de substrato ndo provocara efeitos perceptiveis sobre a velocidade da reagdo. Além
disso, a velocidade de reacéo € proporcional a concentracdo de enzimas presentes
no meio (MARZZOCO et al., 1999).

Os ensaios de cinética enziméatica foram realizados em colabora¢cdo com o
Professor Doutor Sandro Roberto Marana, do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da USP de Sao Paulo e com sua aluna de doutorado Valquiria

Pianheri Souza.

4.7.1. Ensaios para Determinacéo do pH Otimo

Primeiramente, ensaios de atividade enzimatica das B-glicosidases foram
realizados utilizando-se 50 yL de amostra contendo a enzima (em uma diluicdo
adequada) e 50 pL do substrato pNPG (25 mM), preparado em tampao. Inicialmente,
0s ensaios de atividade foram realizados em diferentes pHs para garantir que 0s
ensaios cinéticos fossem realizados no pH 6timo. Com isso, foram executados
experimentos de atividade enziméatica em tampéao citrato-fosfato 50 mM pH 4,0; 4,5;
5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0; em tampéao fosfato 50 mM pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 e em tampéo
bicina 50 mM pH 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 e 9,5.
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4.7.2. Ensaios de Atividade e de Cinética de  B-glicosidase

Apés determinacdo do pH 6timo da enzima, optou-se por realizar todos 0s
demais ensaios em tampao citrato-fosfato 50 mM pH 5,5. Os ensaios de cinética
foram feitos de forma similar ao ensaio anterior (item 4.7.1), em placas de ELISA,
misturando-se 50 pL de enzima (em diluicdo adequada) e 50 uL de substrato, sendo
que foram utilizados PpNPG, p-nitrofenil-B-fucopiranosideo, p-nitrofenil-B-
galactopiranosideo e celobiose como substrato.

No caso da utilizagdo dos substratos sintéticos, a mistura reacional foi
incubada a 30 °C por 5, 10, 15 e 20 minutos e, em seguida, interrompida com 100 uL
de solucédo de carbonato de sodio 0,5 M. Nessas condi¢cfes, o produto formado (p-
nitrofenol) é convertido para a forma desprotonada (p-nitrofenolato), pois a solucao
de carbonato torna o meio alcalino. Com isso, o p-nitrofenolato foi detectado por
meio da absorbancia a 415 nm em um leitor de placas EIx800 (Biotek®). Ao final, as
absorbancias foram convertidas em mols de produto utilizando a curva padrdo

apresentada na Figura 9.
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Figura 9 - curva padréo de p-ntirofenolato.

No caso do uso de celobiose como substrato, as reagdes foram feitas a 30 °C
em diferentes intervalos de tempo, seguidas de aquecimento a 95 °C durante 2 min
para desnaturacdo das enzimas. A quantidade de glicose liberada foi estimada
empregando o método da glicose oxidase-peroxidase, GOD (KUNST, DRAEGER,
ZIEGENHORN, 1984), utilizando-se o kit glicose PP (Analisa), sendo que o produto
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liberado (glicose) foi lido a 490 nm. Ao final, as absorbéncias foram convertidas em
mols de produto utilizando a curva padrao apresentada na Figura 10.
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Figura 10 - Curva padrao de glicose detectada através do kit glicose PP da Analisa.

Para determinacdo dos parametros cinéticos, foram feitos ensaios de
atividade enzimatica utilizando diversas concentragbes de substrato, e a partir
desses dados foram feitos graficos da variacdo da velocidade em funcdo da
concentracdo de substrato. As curvas foram, inicialmente, ajustadas ao modelo de
Michaelis-Menten (Equacao 1), utilizando o programa Origin 8.5.1.

Desta forma, foram determinados o K, € Vs das enzimas ThBgl1l e ThBgl2
contra 0s substratos pNPG, p-nitrofenil-B-fucopiranosideo, p-nitrofenil--
galactopiranosideo e celobiose. De acordo com a equacao de Michaelis-Menten, o
Km € equivalente a concentracdo de substrato [S] na qual a velocidade inicial da
reacdo € equivalente a metade de Vmax, correspondendo a afinidade de uma enzima
pelo seu substrato. Assim, quanto menor for a constante enzimética (K.,), maior sera

a afinidade de uma enzima pelo seu substrato.

4.7.3. Ajuste dos dados

Como apds obtencado da curva de cinética enzimatica (Velocidade versus [S]),
verificou-se que para alguns substratos havia uma queda na velocidade em
concentracfes maiores de substrato, ndo foi possivel ajustar os dados com o

modelo de Michaelis-Menten. Desta forma, os dados foram ajustados de acordo com
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a equacao 2, que descreve o caso no qual uma segunda molécula de substrato se
liga ao complexo ES e age como inibidor.

[S]
[S]? | (Equagdo 2)

max

K, +[S]+

Esses resultados podem ser explicados por dois mecanismos. Um deles seria
a inibicdo de enzima pela alta concentracéo de substrato, enquanto que o0 outro seria
a ocorréncia de reacdo de transglicosilacdo catalisada pelas enzimas ThBgll e
ThBgl2, que € um mecanismo bastante comum em B-glicosidases. Para comprovar
se ha reacao de transglicosilagcéo, foi feito um ensaio de atividade enzimética (para
as enzimas ThBgll e ThBgl2) utilizando-se a altas concentracdes de pNPG (20 e 25
mM). Foram utilizados 75 yL de enzima em uma diluicdo adequada e 75 uL de
substrato. Ao final, os ensaios foram divididos em duas partes, no qual em 100 pL foi
detectada glicose e, em 50 pL, p-nitrofenolato. A absorbancia de p-nitrofenolato foi
multiplicada por 2 para ser compativel a de glicose, uma vez que o volume reacional
foi a metade.

ApOs comprovacdo da ocorréncia de transglicosilacdo catalisada pelas
enzimas ThBgll e ThBgl2, foram feitos novos ensaios utilizando-se pNPG em
diversas concentragcdes e acompanhou-se a formagéo dos produtos p-nitrofenolato e
glicose em cada uma das concentracdes. Para isso, da mesma forma que o ensaio
anterior, as reacfes foram divididas em duas partes, sendo que em uma delas foi
detectada a formac&do de p-nitrofenolato e, na outra, de glicose. As curvas
(Velocidade versus [S]) obtidas nesse ensaio foram ajustadas nas Equacdes 3 e 4
utiizando o programa Origin 8.5.1, sendo que essas equacbes descrevem a

velocidade de producéo de glicose e de p-nitrofenolato, respectivamente.

H
V—[I-]S] [Q%oH | (Equacéo 3)

V(glicose) = ”1 +[S]
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Voo O8] iy Ve OSP°

V(p-nitro) =1 SIS 2
2SI Ko 0SI+KA0S]4(S]

(Equacéo 4)

V,," é a velocidade maxima da rota de hidrélise;

V' € a velocidade maxima da rota de transglicosilacao;

Km' € Kn’S80 as constantes cinéticas do primeiro e segundo substratos, respectivamente;

%H é uma funcdo que descreve a porcentagem de enzimas que segue a rota da hidrélise em cada
concentracao de substrato;

%T € uma funcdo que descreve a porcentagem de enzimas que segue a rota da transglicosilacdo em
cada concentracdo de substrato.

4.8. Ensaios com diversos inibidores

Foram testados diversos inibidores na atividade enzimatica das enzimas
ThBgll e ThBgl2: celobiose (32 mM e 14 mM), celotriose (14 mM), celotetraose (14
mM), metil-B-glucosideo (14 mM), hexil-B-glucosideo (14 mM), Tris (14 mM) e octil-B-
glucosideo (14 mM).

Para isso, realizou-se um ensaio de ao menos quatro tempos para
determinacdo da velocidade inicial enzimatica. A reacdo consistiu de 50 yL de
substrato (pNPG), 40 pyL de inibidor e 10 pL de enzima. As reagOes foram
interrompidas com 100 pL de 0,5 M de carbonato de sédio.

4.9. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Com a finalidade de estudar e conhecer a forma molecular e a estabilidade
quimica adquiridas pela proteina ThBgll em solucdo, foram realizados estudos de
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Na técnica de SAXS é incidido um
feixe monocromatico de raios-X a amostra, o qual interage com os atomos que a
compdem. Os elétrons pertencentes a esses atomos se comportam como se fossem
livres, ja que a energia dos fétons incidentes € bem maior que a de ligacao deles nos
atomos (SVERGUN, 2010).

As medidas de espalhamento de raios-X a baixo angulo foram realizadas para
trés concentragbes diferentes para a proteina em estudo (ThBgll1), 1, 3 e 6 mg/mL,
levando-se em consideracdo boa estatistica de espalhamento, estabilidade da
amostra para os angulos mais baixos de espalhamento e andalise de efeitos
causados pela radiagdo sobre a amostra. Os dados de SAXS foram coletados na
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linha SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Sao
Paulo), utilizando um comprimento de onda A = 1,55 A, em detector bidimensional
(MarCCD) disposto a 1276,41 mm da amostra. Os dados foram coletados e
processados em colaboracdo com outros alunos do Laboratério de Cristalografia do
IFSC.

A coleta foi realizada em dois frames de 150 segundos, para evitar danos a
amostra pela radiacdo. A analise sistematica e o processamento inicial dos dados
foram realizados com a ajuda do programa FIT2D (HAMMERSLEY, 1997), fazendo a
normalizagdo das intensidades espalhadas levando-se em conta a intensidade do
feixe e a absorgcdo da amostra. Foi feita também a subtragdo do espalhamento do
tampdao e da amostra analisada, para se contabilizar apenas o efeito espalhador das
moléculas da proteina. O Ry (raio de giro) foi conseguido por dois métodos
diferentes: o primeiro utilizando a equacdo de Guinier (Equacédo 5) (GLATTER;
KRATKY, 1982):

-R
I (a)= 1(0)ex qu (Equagio 5)

onde g é o modulo do vetor espalhamento (q = 41rsen(6/A)), Rq € o raio de giro e 1(0)
é a intensidade no angulo zero. O segundo pelo método da Transformada Inversa de
Fourier implementado no programa Gnom (SVERGUN, 1992), onde também
obtivemos a funcao de distribuicdo de distancias p(r) e o Dnax do envelope protéico.
Através da curva de espalhamento contida no arquivo de saida do programa Gnom
(SVERGUN, 1992) e o valor de 1(0) (extrapolado através de um algoritmo interno do
programa) normalizado para a concentracdo de proteina na amostra, estimou-se sua
massa molecular no programa SAXS MoW (FISCHER, 2010). A partir da estimativa
da massa molecular da proteina (ThBgll) em solucdo, pbéde-se inferir de antemao
seu estado oligomérico.

A obtencdo de um modelo de baixa resolucdo a partir dos dados de SAXS foi
possivel utilizando procedimento ab initio, implementado no programa Dammin
(SVERGUN, 1999). Para tornar o modelo mais condizente possivel com os dados

experimentais, buscou-se a minimizacdo da discrepancia, “x”, que leva em
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consideracao a intensidade da luz espalhada. Para melhor estatistica dos resultados
e qualidade do modelo final gerado, foram gerados 10 modelos independentes, cuja
média realizada através do programa DAMAVER (VOLKOV; SVERGUN, 2003) foi
sobreposta a estrutura de alta resolucdo da homadloga de maior identidade (pdb id.
3AHY - pB-glicosidase 2 de Trichoderma reesei), no programa SUPCOMB
(SVERGUN, 1999). O programa Crysol (SVERGUN; BARBERATO; KOCK, 1995) foi
utilizado para geracdo de uma curva tedrica de espalhamento de raios-X a baixo
angulo para a estrutura 3AHY, o que permitiu em um mesmo grafico tracar as curvas
de SAXS da amostra original (experimental), do modelo de a&tomos dummy obtido no
programa Dammin (DAM) e da estrutura de alta resolugdo 3AHY. Com isso, pode-se
analisar a capacidade do modelo de baixa resolucdo em explicar/demonstrar o
estado da proteina em estudo livre em solucéo.

Para a enzima ThBgI2 os experimentos de SAXS néo resultaram em bons
resultados . Entretanto, ndo os repetimos pelo fato de que obtivemos a sua estrutura

tridimensional por cristalografia de raio-X.

4.10. Ensaios de Cristalizacao

Os processos da vida séo regidos pelas funcdes precisas desempenhadas
pelas proteinas, as quais adotam estruturas tridimensionais Unicas. Uma quantidade
significativa de pesquisa experimental e tedrica tem sido realizada nas ultimas
décadas para elucidar os principios envolvidos na estrutura, estabilidade e
enovelamento proteico. A correlacdo entre estrutura-funcdo em varias proteinas,
bem como a disposicdo das cadeias laterais de aminoacidos especificos nos sitios
ativos, vem sendo elucidada em termos globais (WHISSTOCK; LESK, 2003).

A principal técnica para resolucdo da estrutura tridimensional de
macromoléculas bioldgicas, tal como proteina, tem sido a cristalografia por difracao
de raios-X. Para que uma proteina seja levada a formar cristais, é necessario que as
moléculas da proteina em solucdo sejam trazidas a uma situacdo em que fiquem
proximas umas das outras. Quando se atinge a supersaturacdo (estado
termodinamicamente instavel), as moléculas da proteina estardo préximas umas das

outras, podendo resultar em uma fase cristalina ou amorfa.



53

O cristal apresenta ordem em sua estrutura interna e esse arranjo é periodico.
Em condi¢cbes de supersaturacdo, na qual a proteina se encontra entre uma fase
sélida e uma soluvel, ligacbes quimicas novas e estaveis sdo energeticamente
favoraveis. Pode-se, entédo, dizer que a proteina cristaliza porque sua energia livre
diminui com o aumento das interacdes favoraveis (McCPHERSON, 2003).

A Figura 11 mostra um diagrama bidimensional que nos permite avaliar a
importancia de um dado parametro na solubilidade de uma macromolécula bioldgica.
Tal diagrama compreende as seguintes zonas:

a) A curva de solubilidade (S) separa as zonas supersaturadas da zona
hiposaturada,;

b) Abaixo da curva de solubilidade (S) a solucdo esta hiposaturada e a
macromolécula biologica néo ira cristalizar;

c) Acima da curva de solubilidade (S), a concentracdo da macromolécula
biolégica é maior que a concentracdo no equilibrio, para uma dada concentracédo de

agente precipitante, correspondendo, entdo, a uma zona de supersaturacao.

zona de
precipitacdo

ATURACAO
zona de
nucleacéo

Concentracao da Proteina

zona de hiposaturacio

v

Concentragao do Agente Precipitante

Figura 11 - Representagdo esquematica do Diagrama de Fases para cristalizacédo de proteinas
(modificada de McPherson, 2003).
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A supersaturagado pode ser obtida pela evaporacédo lenta do solvente ou pela
variacdo de alguns parametros, como pH, forca idnica, tipo de ion, temperatura e
concentracdo do solvente organico, que podem ser usados para diminuir a
solubilidade da proteina, tornando a solugcdo saturada ou supersaturada
(BLUNDELL; JOHNSON, 1976). A solucdo supersaturada eventualmente da origem
aos nucleos, alguns dos quais crescerdo. Assim, podemos dizer que a cristalizacédo
comeca com a fase de nucleacdo que € seguida pela fase de crescimento e
posterior cessacéao do crescimento do cristal (KOBE et al., 1999).

A nucleacdo é o processo inicial na obtencdo de cristais, 0s quais
representam a fase solida de uma proteina. Quando o nudcleo atinge um tamanho
critico, tem inicio a fase de crescimento. Um cristal pequeno pode crescer pela
incorporacao de atomos (moléculas) nas suas faces planas em duas dimensdes ou
em espiral, ou sobre defeitos na superficie do cristal, incorporando moléculas via
interagcdes tridimensionais. A morfologia do cristal corresponde diretamente a taxa
de crescimento de cada face, ou seja, faces crescidas lentamente serdo maiores e
bem desenvolvidas e faces que crescem mais rapidamente tendem a ser menores.
A taxa de crescimento é, geralmente, diretamente proporcional & supersaturacao da
solugéo e a solubilidade da molécula num dado solvente, além de ser influenciada
pela presenca de impurezas. O crescimento de um cristal cessa provavelmente
guando ha acumulo de defeitos dentro da rede cristalina, 0 que impede a
continuacao do crescimento de suas faces (McPHERSON, 2003).

O método mais usual de Cristalizacdo é o de difusdo de vapor, que pode ser
dividido na técnica da gota suspensa (do inglés: hanging drop) ou da gota sentada
(do inglés: sitting drop) (MARTINI, 2007). Neste método, em um recipiente fechado,
sdo colocadas duas solucdes que podem realizar trocas apenas pela fase gasosa.
Uma das solugBes € formada por um agente precipitante com alta concentracdo e a
outra, pelo mesmo agente e pela proteina (e o ligante, quando houver). Como o
volume do agente precipitante depositado no po¢o € muito maior que o volume do
mesmo na gota, apos algum tempo, a concentracao final da solucdo de dentro da
gota (que contém a proteina) sera igual & concentracdo da solucéo do poco (RUPP,
2000).

A resolucéo estrutural das proteinas em estudo € de extrema importancia

para entendermos alguns de seus mecanismos moleculares de funcionamento. Um
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de nossos alvos (ThBgll) tem 90% de identidade sequencial com proteinas
homélogas que ja possuem estruturas de alta resolu¢cdo depositadas no PDB
(http://'www.rcsb.org/pdb), enquanto o outro alvo (ThBgl2) possui apenas 53% de
identidade sequencial. Obtendo a estrutura de alta resolucdo para essas proteinas,
poderiamos desenvolver novos conceitos a respeito do mecanismo de acdo dessas
enzimas e entender suas a¢des no organismo do fungo.

Varios ensaios de cristalizagdo foram conduzidos na busca de condi¢cbes que
resultassem em cristais bem formados e com alto poder de difracéo. Inicialmente, as
condi¢cdes de cristalizacdo foram testadas utilizando um rob6 micropipetador de
precisdo para o auxilio durante os experimentos de cristalizacdo, o Honeybee
(Genomic Solutions), utilizando-se conjuntos comerciais de solugdes cristalizantes.
O meétodo de cristalizacdo empregado foi o de difusdo de vapor com gota assentada
(do inglés: sitting drop), com trés proporc¢des diferentes entre solucao cristalizante e
proteina (1:2; 1:1 e 2:1). Todos os testes foram inicialmente realizados a 18 °C e as
concentracfes proteicas foram de 25 mg/mL e de 30 mg/mL para as proteinas
ThBgll e ThBgl2, respectivamente.

As condi¢bes mais promissoras que apresentaram cristais foram otimizadas
para o alvo ThBgll, com as placas montadas manualmente, variando-se a
concentracéo do agente precipitante (PEG) e o pH do tampéao (0,1 M Hepes). Para o
alvo ThBgl2 nédo foi necesséria a otimizacgao.

4.10.1. Coleta e Processamento de Dados de Difracdo  de Raios-X

A coleta de dados de difracdo de raios-X € muito importante, pois constitui a
Unica fonte de dados experimentais através da qual podemos obter a estrutura
cristalografica (BLUNDELL; JOHNSON, 1976).

Os dados sao obtidos quando um feixe de raios-X, apoés incidir sobre um
material cristalino, sofre difragdo. Estes dados podem ser obtidos através da
utilizacdo de uma fonte de raios-X convencional, como um &nodo rotatério, ou
oriundo de fontes de luz sincrotron. Nestes equipamentos, o cristal de proteina pode
ser colocado em um loop cujo diametro seja adequado para abrigar o cristal e é
montado de modo que fique alinhado ao feixe de raios-X de tal maneira que, durante

0S movimentos rotacionais que o cristal sofrer4, o0 mesmo fique exposto a radiacdo
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de maneira homogénea (McREE, 1993). No loop também é necessaria a presenca
da solugdo-mée (solugdo que proporcionou a nucleacéo e crescimento do cristal) e
normalmente é necessaria a adicdo de um agente crioprotetor (como, por exemplo,
o etileno glicol) para impedir que haja a formacao de cristais de gelo ao redor ou na
solugédo em que se encontra o cristal em estudo, ou para que este nao sofra danos
irreversiveis com consequente perda da amostra. O cristal é, entdo, exposto ao feixe
de raios-X e também a um fluxo de nitrogénio gasoso, a temperatura controlada
(normalmente 100 K), o que permite um aumento no tempo de coleta (dos SANTOS,
2007).

Anteriormente as coletas de dados de difracdo de raios-X, os cristais das
enzimas em estudo foram crioprotegidos com 15% de etileno glicol, quando
necessario, e a coleta foi feita com o cristal resfriado instantaneamente num fluxo de
nitrogénio gasoso a aproximadamente 100 K. As coletas de dados de difracdo de
raios-X foram realizadas em nosso laboratério de Biotecnologia Molecular, utilizando
o equipamento Bruker-APEX DUO e na linha de cristalografia MX2 de Laboratorio de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Sao Paulo). Os conjuntos de dados foram obtidos
através do método de rotacdo, com o objetivo de coletar o maximo de reflexdes
possiveis.

Cada conjunto de imagens geradas da difracdo de raios-X pelo cristal da
origem a um conjunto de dados de difracdo a ser analisado. De posse da primeira
imagem pode-se determinar, a partir deste conjunto de dados, o grupo espacial,
parametros de rede do cristal, nimero de mondmeros da proteina na unidade
assimétrica, além de prever a porcentagem de solvente no cristal (RUPP, 2000).

A indexacao das primeiras imagens e a estratégia de coleta foram realizadas
pelo programa iIMOSFLM (LESLIE, 1999), bem como a integracdo do conjunto de
imagens de difracdo e o refinamento dos parametros cristalinos. No processo de
integracdo cada imagem em um mesmo conjunto de dados tem sua intensidade
gravada em diferentes escalas devido a variacdo na radiacdo incidente, absorcéo
dos raios difratados ou destruicdo do cristal (BLUNDELL; JOHNSON, 1976). Logo,
h& a necessidade de escalonar todos os pontos. Para isso, foi utilizado o programa
SCALA, que faz parte do pacote de programas CCP4 (COLLABORATIVE..., 1994).

O numero de moléculas presentes na unidade assimétrica e o conteudo de solvente
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foram estimados utilizando o programa Matthews_coeff (COLLABORATIVE..., 1994),
gue faz uso da metodologia proposta por Matthews (MATTHEWS, 1968).

4.10.2. Determinacéo da Estrutura

ApOs a coleta de dados de difracdo de raios-X, estes tém que ser
processados para que possam ser utilizados para dar inicio a determinacdo do
modelo estrutural. Apos obtencdo das fases € gerado um mapa de densidade
eletrOnica e inicia-se o refinamento da estrutura. Durante as etapas de refinamento,
sao feitos ajustes manuais do modelo a densidade eletrbnica. A determinacédo de
uma estrutura proteica pode ser feita através do método de Substituicdo Molecular,
gue se baseia no fato de proteinas com sequéncias semelhantes de aminoacidos
possuirem enovelamentos similares (McREE, 1993; DRENTH, 1994).

O programa phenix.xtriage foi utilizado na identificagdo de patologias do
cristal (ADAMS, 2010), ajudando a identificar outliers, presenca de twin, e outros
percalcos a que um conjunto de dados possa estar sujeito.

Para resolver o problema das fases foi aplicada a técnica de substituicdo
molecular utilizando o programa PHASER (McCOY, 2007). O modelo empregado
para a substituicdo molecular foi a estrutura da (-glicosidase 2 de Trichoderma
reesei (PDB 3AHY), que apresenta 90% de identidade com uma das proteinas em
estudo (ThBgll) e 53% de identidade com a outra proteina (ThBgl2) de acordo com
o servidor BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). O modelo gerado €, entéo, refinado até
a maxima concordancia entre os dados experimentais e a estereoquimica da
molécula (BRUNGER, 1992; BRUNGER et al., 1998). Durante o processo de
refinamento, houve uma remodelagem manual das posi¢des dos residuos com a
utilizacao do programa COOT (EMSLEY et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Clonagem e Transformacéao

A amplificacdo dos genes a partir do DNA gendmico de Trichoderma
harzianum e dos respectivos oligonucleotideos (na tabela 1, secdo 4.1) gerou
fragmentos em torno de 1398 pb para a proteina ThBgll e de 1452 pb para a
proteina ThBgl2 (dados ndo mostrados por se tratar de uma plataforma de
clonagem). Esses fragmentos foram clonados pelo “método de clonagem LIC" e as
colbnias positivas, contendo os genes de interesse, foram transformadas em células
de E. coli competentes (Rosetta) para expressdo das respectivas proteinas,
selecionando-se, entdo, a colénia que mais expressava cada uma das proteinas
estudadas.

As proteinas de interesse, com a presenca da tioredoxina e da cauda de
histidina, apresentam massa molecular de 67,2 kDa (ThBgll) e 69,2 kDa (ThBgI2)

(Figuras 12 e 13, respectivamente).
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ProtParam

User-provided sequence:

10
MKHHHHHHPM

70
GELTVAKLNT

130

GSGSENLYFQ

190

TACDSYNRETA EDIAL

430
NDFYGMNHYT

490
FLVWISERYN

550
HVEGYFAWSL

20 30

40 50

SDEITHLTDD SFDTDVLEAD GRAILVDFWAE WCGPCEMIAFP ILDEIADEY(D

o ag

DONPGTAPKY GIRGIPTLLL FENGEWV

140 150

160
GEMLEKDFQW GFATARYQIE GAIDKDGRGE SIWDTFCAIP G

210

HWDLPEELH RYGGLLMRT

FAPGRQSTTE PWIVGHNLLV AHGRAVEVYR DEFEDLNDGD IGIVLNG

390

440 450

SNYIRHRTSP ATRDDTVGHV DVLEYNE

500 51

AKSYRFSISW SRIIPEGGRD DEVNQLG

100 110
170
220 230
IDH

280 230

FPLDFENYAR VMFEALFPEVRE NWITFNE

0

340 35

400 41p

a0
EF FIAWYADPIY LGDYPASMEE QLGDRLPFEFI PEEERFVLGES

10 ] o
YPEIYVIENG TSLEGENDLP EEEKILEDDFR VNYYNEYIRA MFTAATL

560 570
MONFEWADGY VTRFGVTYV

Number of amino acids:

Molecular weight: 67288.7

Theoretical pI: 5.22

Amino acid composition:

BRla (&) 7 7.9%
rg (R) 27 4.5%
=n (H) 7 4.5%

2

(D} 48 .0%
(c) 7 1.2%
Q) 15 .5%
(E}) 34 .73

1y (G} 51 .5%
Hi=z (H) 14 .3%
Ile (I} 34 .73
Leu (L) 50 .43
Lys (K) 35 9%
Met (M) .5%
Fhe (F) .7%
Pro (P) .5%
Ser (5) 0%
Thr (T) . 4%
Trp (W) 3%
Tyr (¥) 4,0%
Val (V) 4.5%
Byl (O) 0.0%
Sec () 0.0%
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420

480

FRD

540

DGV

Figura 12 - Numero de aminoacidos e massa molecular da proteina ThBgl1

(http://web.expasy.org/protparam/).
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ProtParam
User-provided sequence:

10 20 30
MKHHHHHHEM SDKIIHLTDD SFOTDVLEAD

70 B0 a0
GKLTVAKINT DQNEGTAPKY GTRGIFTLLL

130 140 150
GIESENLYFQ GRAMSESLSLF KDFEWGFLTL

190 200 210
GANGDVACDH YHRYDEDFDL LTEYGRELYR

250 260 270

DALLERGVIF WVILYHWDLF (QALHDEYGGW

310 320 330
INEPWIQSIY GYATGSMAPG RSSINKHSTE

370 380 39
ASOKGQIGIS LNGDYYEEWD SSDERDEEAR

= |

430 440 450

RLPALTPADF AILNAGETDF YGMNYYTSQF
490 500 510

EESGIFWLRS CECMFRKHLL EVHGLYGKEI
550 560 570

DSHLDSISER ISQDGVVVES YFAWALLDNL
610

LEDMFADEQR VEVAL

40
GAILVDFWAE

100
FENGEVAATE

160
AYQIEGRAVEE

220

FSL3WSRIIE

F

280
LHVEEWVQLD

340
GOTTTEEWVL

400
EREMEFHIGH

460
ARHYEGFVEE

5
TITENGCE

EWSDGEYGFRF

Humber of aminc acids: &15

Molecular welght:

Theoretical pI: 5.¢

Amingo acld compos

Rla (&) 51
Arg (R) 30
Asn (N) 22
L=p (D) 47
Cys (C) |
Gln (Q) 118
Glu (E) 35
Gly (G) 54
His (H) 21
Ile (I) 35
Leu (L) 48
Lys (K) 38
Met (M) 11
Phe (F) 2&
Pro (P) 32
Ser (5) 37
Thr (T) 29
Trp (W) 16
Tyr (¥) 31
1_.'a'_ |:1_.'J 2 5
Byl (Q) Q
Sec (T) 4]

=0

WCGFCEMIAF

110
VEALSEGDLE

170
GERGESIWDT
230

LGGRLDFINE

230

ERYARLCFER

350
GEAQIMSHAR

410
YANPILEEDY

470
IDFLGAIHER

530
GEDEMICEEL

530
GVIYIDYITL
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240
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ASMREQLGD
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QENEDGSFVG

540
INDEFRIQYF

600
KRTFEESALV

Figura 13 - Numero de aminoacidos e massa molecular da proteina ThBgI2

(http://web.expasy.org/protparam/).
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5.2. Expresséo Heteréloga de B-glicosidases de Trichoderma harzianum por
Escherichia coli

Foram coletadas aliquotas antes e ap6s a expresséo das proteinas ThBgll e
ThBgl2 a fim de confirmar a presenca das mesmas no meio de cultivo, e esses
resultados podem ser visualizados a partir do SDS-PAGE (15% de poliacrilamida)

corado com Comassie Brilliant Blue (Figura 14).

M, (kDa)

97.0— —— —
66.0— —

45.0—

30.0— —

20.1—
14.4— — —

(b)

Figura 14 - SDS-PAGE com resultado da expressédo das -glicosidases (a) ThBgl1 e (b) ThBgl2. M -
marcador de peso molecular; (1) frac6es pré-inducéo; (2) fragcdes pos-inducao.

No gel desnaturante da Figura 14, pode-se verificar que ha a expresséao basal
de proteinas bacterianas (colunas com marcacdo 1) antes da indugcdo. Apoés
inducdo, pode-se perceber que houve um significativo aumento da expressao das
proteinas fungicas de interesse nas bandas em torno de 67 kDa (ThBgl1) e 69 kDa
(ThBgl2), corroborando com os valores apresentados pelo ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/), partindo-se, entdo, para 0S processos

subsequentes de purificacao.
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5.3. Purificacdo das B-glicosidases

Decorrido o tempo de expressado das B-glicosidases, as células bacterianas,
contendo as proteinas de interesse, foram centrifugadas, ressuspendidas em
tampao de lise e lisadas, conforme metodologia descrita na secdo 4.3. Apos o
processo de sonicacdo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
recolhido, seguindo para os processos subsequentes de purificagao.

5.3.1. Cromatografia de afinidade 1

A primeira etapa de purificacdo, para ambas as proteinas em estudo,
consistiu em uma cromatografia de afinidade, conforme descrita na secéo 4.3.1. As
Figuras 15 e 16 apresentam o0s geéis desnaturantes contendo as aliquotas
resultantes desse primeiro processo de purificacdo para as proteinas ThBgll e
ThBgl2, respectivamente.

97
66

45
30

20,1
14.4
Figura 15 - SDS-PAGE - cromatografia de afinidade para a proteina ThBgl1, mostrando as lavagens

(tampéo com 5,10 e 25 mM de imidazol) e a correspondente eluicdo (tampao com 130 mM de
imidazol). M — marcador de peso molecular.
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97
66
45

30

20,1
14,4
Figura 16 - SDS-PAGE - cromatografia de afinidade para a proteina ThBgl2, mostrando as lavagens

(tampé&o com 5,10 e 25 mM de imidazol) e a correspondente elui¢cdo (tampdo com 130 mM de
imidazol). M — marcador de peso molecular.

As fracdes eluidas (com 130 mM de imidazol), contendo cada uma das B-
glicosidases de interesse, ainda apresentam alguns contaminantes caracteristicos
de cada expressdo. Entretanto, a maior parte dos contaminantes, que antes
pertencia ao extrato bruto, foi eliminada nessa técnica.

A partir dessas amostras eluidas partimos para 0s processos subsequentes
de purificacao.

5.3.2. Clivagem da Tioredoxina e Cromatografia de A  finidade 2

As proteinas de interesse obtidas do primeiro processo de purificagdo foram
tratadas com protease TEV para clivagem da cauda de histidina e da tioredoxina.
Apos clivagem, a proteina ThBgll apresentou massa molecular de 53 kDa e a
proteina ThBgl2 apresentou massa molecular de 55 kDa, conforme descrito pelo

programa ProtParam (Figuras 17 e 18 respectivamente).
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ProtParam

User-provided sequence:
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&0
ACDSYNRTAE
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FWDS5DFLDR
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DFYGMNHYTS

380
LVWISERYNY

420
VEGYFAWSLM

(http://web.expasy.org/protparam/).

Figura 17 - NUmero de aminoacidos e Massa Molecular da proteina ThBgll apés clivagem
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Molecunlar welght: S55080.8

Thecretical pl: 5.51

' CSV format

Amine acid composition:

Zla (B) 38 7.9%
(R} 29 6.0%
(M) 17 3.5%
(D) 36 7.43%
(cy 7 1.4%
Q) 14 2.9%
(E} 29 6.0%
() 41 8.5%
{H) 14 2.93%
(I} 26 5.4%
L) 34 7.0%
(K) 27 5.6%
(M) ] 1.9%
(F] 21 4,33
(B} 26 5.4%
{5y 31 6.4%
(T} 23 4.8
(W) 14 2.93%
(Y) 28 5.8
vy 20 4,13

Bvl (0) © 0.0%

Sec (U} O 0.0%

Figura 18 - Numero de aminoacidos e Massa Molecular da proteina ThBgI2 apds clivagem
(http://web.expasy.org/protparam/).
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As fracdes clivadas (para cada uma das proteinas) foram submetidas a uma
nova cromatografia de afinidade, coletando-se, dessa vez, as fracfes ndo aderidas a
resina (sem a presenca da cauda de histidina e da tioredoxina). As Figuras 17 e 18
trazem os resultados da clivagem e da segunda cromatografia de afinidade para as
proteinas ThBgll e ThBgl2, respectivamente, bem como o resultado das proteinas

puras, apés todas as etapas de purificacédo.

5.3.3. Cromatografia por Exclusédo de Massa Molecula r

As proteinas de interesse, apds clivagem e passagem pela segunda
cromatografia de afinidade, foram submetidas a uma cromatografia por excluséo de
massa molecular, conforme descrito na secdo 4.3.3. Nesta etapa foram obtidas
fracbes com grau de pureza superior a 90%, com rendimento médio de 20 mg de
ThBgl1 e 15 mg de ThBgl2, por litro de cultura de expresséo. As Figuras 19 e 20
trazem os géis (SDS-PAGE) com os resultados das purificagbes para as enzimas

ThBgll e ThBgl2, respectivamente.
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Figura 19 - SDS-PAGE. ThBgl1 apos todos os processos de purificacao.
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97
66
45
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14,4

Figura 20 - SDS-PAGE. ThBgI2 apds todos os processos de purificagao.

De posse das proteinas puras, partiu-se para os experimentos subsequentes,
a fim de caracterizar as enzimas ThBgl1 e ThBgI2.

5.4. Determinac&o do pH e Temperatura Otimos

A estrutura e forma do sitio ativo de uma enzima sdo decorréncia de sua
estrutura tridimensional, e pode ser profundamente afetada por qualquer agente ou
condicdo que seja capaz de ocasionar modificagcbes conformacionais da proteina.
Assim, a atividade enzimatica € dependente de condicbes ambientais, notadamente
pH e temperatura.

As Figuras 21 e 22 apresentam os perfis de atividade em fungéo de diferentes
pHs, para as enzimas ThBgl1l e ThBgl2, respectivamente e as Figuras 23 e 24
apresentam os perfis de atividade em funcdo de diferentes temperaturas, para as
enzimas ThBgll e ThBgl2, respectivamente.
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Figura 21 - Efeito do pH na atividade relativa da enzima ThBgl1.
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Figura 22 - Efeito do pH na atividade relativa da enzima ThBgl2.

Essas enzimas apresentam pH oOtimo na faixa de 5,5, apresentando
similaridade com os valores apresentados na literatura (a proteina homologa (B-
glicosidase do fungo Trichoderma reesei), cuja estrutura encontra-se depositada no
PDB, apresenta pH o6timo de 6,0 (JENG et al., 2010)). Os resultados mostraram que
a diminuicdo do pH (tendendo para o acido) diminuem a atividade enzimatica de

ambas proteinas, bem como o aumento (tendendo para o basico). Dessa forma,
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valores de pH préximos ao neutro sdo mais apropriados para o desempenho das B-

glicosidases estudadas (Figuras 21 e 22).
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Figura 23 - Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima ThBgl1.
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Figura 24 - Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima ThBgI2.

A enzima ThBgl1 apresentou temperatura 6tima de 40 °C, enquanto a ThBgI2
apresentou temperatura 6tima de 35 °C. Esses valores também condizem com o
esperado na literatura, uma vez que a proteina homologa (B-glicosidase 2 de
Trichoderma reesei) apresenta temperatura 6tima na faixa de 40°C (JENG et al.,
2010).
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Em temperaturas abaixo de 30 °C a atividade dessas enzimas é praticamente
insignificante e acima de 50 °C praticamente ndo ha atividade das mesmas,
indicando que ocorreu a desnaturacao térmica das enzimas nos valores acima deste
(Figuras 23 e 24).

5.5. Atividade especifica em diferentes substratos

As beta-glicosidases catalisam principalmente a hidrélise das ligacbes p-1,4-
glicosidicas em oligossacarideos e dissacarideos, e amino-, alquil- ou aril-B-D-
glicosideos. Em bactérias e fungos, essas enzimas sd8o um dos principais
componentes do seu sistema celulolitico, sendo responsaveis pela quebra de
oligossacarideos curtos e celobiose em glicose (BHATIA et al.,, 2002). A fim de
verificar a atividade da ThBgll e ThBgl2 contra diferentes substratos, foi feito um
estudo global da sua especificidade contra os mesmos. As Figuras 25 e 26 trazem o

resultado dessa andlise para as enzimas ThBgl1l e ThBgl2, respectivamente.
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Figura 25 - Atividade da enzima ThBgl1 contra diferentes substratos sintéticos.
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Figura 26 - Atividade da enzima ThBgI2 contra diferentes substratos sintéticos.

Podemos perceber que essas enzimas apresentam certa atividade em todos
0s substratos testados. Entretanto, essa atividade € muito baixa se comparada com
a atividade contra o substrato pNPG.

Verificou-se também que as enzimas em estudo ndo tém nenhuma atividade
contra substratos poliméricos e que apresentam elevada especificidade contra
celobiose (dados ndo apresentados), o que justifica tratarem-se de B-glicosidases.
Os ensaios enzimaticos para ThBgll e ThBgI2 confirmam que essas enzimas néo
hidrolisam eficientemente qualquer dos hidratos de carbono poliméricos testados

quando comparadas a celobiose.

5.6. Atividade de B-glicosidase

A curva padrdo para glicose, utilizando-se o método da glicose oxidase-
peroxidase, GOD, € mostrada na Figura 27. Nessa Figura temos um grafico da

absorbancia versus a quantidade de glicose liberada (nmol).
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Figura 27- Curva padrao para glicose (método da glicose oxidase-peroxidase, GOD)

Utilizando-se dessa curva padrdo, percebemos que a enzima ThBgll
apresentou atividade especifica de 39,94 U/mg, enquanto que a enzima ThBgI2
apresentou atividade especifica de 3,35 U/mg. Isso revela que a enzima ThBgll
possui maior eficiéncia de hidrélise se comparada com a enzima ThBgl2, ou seja, €

capaz de liberar maior quantidade de glicose a partir do mesmo substrato.

5.7. Cinética Enzimatica

No estudo com as enzimas ThBgll e ThBgl2, utilizando-se pNPG como
substrato, inicialmente foram feitos ensaios de atividade em diferentes pHs para
garantir que 0s ensaios cinéticos fossem realizados no pH 6timo. Desta forma,
optou-se por realizar os ensaios em tampao citrato-fosfato 50 mM pH 5,5.

As curvas obtidas para os experimentos de cinética, utilizando-se pNPG como
substrato, para as enzimas ThBgll e ThBg2 encontram-se nas Figuras 28 e 29,
respectivamente. As curvas foram ajustadas de acordo com a cinética de inibicao
pelo substrato, de acordo com a equacdo 2, pois em altas concentracdes de
substrato ha uma queda de velocidade que ndo pode ser descrita pela equacgéo de

Michaelis-Menten.
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Figura 28 - Curva de cinética enzimatica para a enzima ThBgl1, utilizando-se o substrato pNPG.
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Figura 29 - Curva de cinética enzimatica para a enzima ThBgl2, utilizando-se o substrato pNPG.
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Utilizando-se p-nitrofenil-B-fucopiranosideo como substrato, foram obtidas as
curvas de cinética enzimatica para as enzimas ThBgll e ThBgl2, que sé&o
apresentadas nas Figuras 30 e 31, respectivamente. A curva obtida para a ThBg|2
foi ajustada de acordo com uma cinética de inibicdo pelo substrato, devido a queda

de velocidade em altas concentragdes de substrato.
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Figura 30 - Cinética enzimatica para ThBgl1, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-B-fucopiranosideo.
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Figura 31 - Cinética enzimatica para ThBgl2, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-B-fucopiranosideo.
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Utilizando-se p-nitrofenil-B-galactopiranosideo como substrato, foram obtidas
as curvas de cinética enzimatica para as enzimas ThBgll e ThBgl2, que sé&o
apresentadas nas Figuras 32 e 33, respectivamente. Ambas as curvas foram

ajustadas ao modelo de Michaelis-Menten (Equacao 1).
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Figura 32 - Cinética enzimatica para ThBgl1, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-f3-
galactopiranosideo.
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Figura 33 - Cinética enzimatica para ThBgl2, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-B-
galactopiranosideo.
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Utilizando-se celobiose como substrato, foram obtidas as curvas de
cinética enzimatica para as enzimas ThBgll e ThBgl2, que sdo apresentadas

nas Figuras 34 e 35, respectivamente. Ambas as curvas foram ajustadas ao

modelo de Michaelis-Menten (Equacéo 1).
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Figura 34 - Cinética enzimatica para ThBgl1, utilizando-se o substrato celobiose.
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Figura 35 - Cinética enzimatica para ThBgl2, utilizando-se o substrato celobiose.
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A Tabela 3 traz os resultados dos parametros cinéticos para as enzimas

ThBgll e ThBgI2 obtidos a partir dessas curvas.

Tabela 3 — Parametros cinéticos para as enzimas ThBgll e ThBgI2.

Celobiose p-nitrofenil -B- p-nitrofenil -B- pNPG
fucopiranosideo | galactopiranosideo
Keat (S™) 50+1 86+4 3,19+0,04 4,6+0,2
Ku(mM) | 1,8+0,2 9,2+0,8 9,4+0,4 0,60+0,07
ThBgIL ) /K 2843 9,30,9 0,3440,01 8+1
Kcat/Km 100 33 1 29
(relativos)
Ki (mM) 75416
keat (5) | 1,71%0,02 0,73+0,02 0,355+0,007 4,6+0,4
Km (MmM) 7,6+0,4 0,29+0,03 16,5+0,9 3,4+0,4
ThBgI2 Iy /Kw | 0,2240,01 2,5%0,2 0,022+0,001 1,4%0,2
Keat/Km 9 100 0,9 56
(relativos)
Ki (mM) 39+6 18+3

Esses resultados mostram que ThBgl1 tem maior preferéncia (especificidade)
por celobiose, enquanto na ThBgl2 a celobiose é um substrato com baixa
especificidade. Na ThBgl2 a especificidade € maior por fucosideos.

Os dados descritos mostram que ThBgl1 e ThBgI2 sédo diferentes quanto a
especificidade pelo substrato. Esses dados indicam que ThBgll e ThBgl2 sé&o
diferentes na regido de ligacdo do glicone (subsitio -1) e do aglicone (subsitios +1,
+2, etc). Essas diferencas no sitio ativo indicam que essas enzimas podem
desempenhar func¢des diferentes no organismo de origem.

Podemos perceber que, em algumas curvas indicadas anteriormente (Figuras
28, 29 e 31), ha uma queda na velocidade nas concentragcdes maiores de substrato.
Como para algumas B-glicosidases existe a ocorréncia de reacbes de
transglicosilacdo em altas concentragcdes de substrato, foi feito um ensaio de

atividade enzimética utilizando as enzimas ThBgll e ThBgI2 e altas concentracdes
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de pNPG (20 e 25 mM). Ao final este ensaio foi dividido em dois, no qual em uma
metade foi detectada glicose e, na outra, p-nitrofenolato.

As Figuras 36 e 37 trazem os resultados obtidos para anéalise da ocorréncia
de transglicosilacao (produto liberado versus tempo de reacao), utilizando-se 20 e 25
mM de pNPG, respectivamente, para as enzimas ThBgll (1) e ThBgI2 (2).
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Figura 36 - Possivel ocorréncia de transglicosilagao catalisada pelas -glicosidases ThBgll (1) e
ThBgI2 (2) utilizando-se 20 mM de pNPG.
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Figura 37 - Possivel ocorréncia de transglicosilagao catalisada pelas -glicosidases ThBgl1 (1) e
ThBgI2 (2) utilizando-se 25 mM de pNPG.
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A Figura 38 traz um esquema representativo das vias de hidrolise e

transglicosilacao catalisadas por uma B-glicosidase.

S P
" +H.0 = E+G
E % ES = E-GP é E-G\
Kt , +S =— E-GGP — EGGP = E + GGP
Km®

Figura 38 - Via esquematica de reacdes de hidrdlise e de transglicosilagdo catalisadas por -
glicosidases. 1 — hidrdlise; 2 - transglicosilacdo (FRUTUOSO, MARANA, 2013).

Na Figura 38 a enzima livre (E) liga-se ao substrato pNPG (S) formando o
complexo enzima-substrato (ES), o qual origina o covalente intermediario (E-G) com
a concomitante saida do primeiro produto (P), representado pelo p-nitrofenol. O
ataque de uma molécula de agua em E-G (enzima covalentemente ligada a glicose)
caracteriza a hidrélise (rota 1) enquanto que o ataque por um segundo substrato
(também chamado aceptor) define a transglicosilacdo (rota 2). Por esse esquema,
observa-se que se a enzima seguir hidrolise ou transglicosilagdo, em ambos, ha a
formacdo de uma molécula de p-nitrofenol. Portanto, a velocidade de formacgéo
desse composto é uma somatéria das velocidades de hidrélise e de
transglicosilacao.

A partir dos resultados das Figuras 36 e 37, observa-se que a velocidade de
formacao de p-nitrofenolato é maior que a de glicose, em todos os casos, sendo que
caso essas B-glicosidases s6 seguissem a rota de hidrélise, a cada molécula de
substrato hidrolisada seria formada uma molécula de glicose e uma de p-nitrofenol,
e, portanto, as velocidades de formacdo de ambos produtos deveriam ser iguais.
Isso indica que além da rota de hidrélise, as B-glicosidases podem seguir a rota de
transglicosilacdo. Além disso, ao aumentar a concentracdo de substrato (pNPG), a
velocidade de formacédo de p-nitrofenolato e glicose ficam cada vez mais distintas,
indicando que quanto maior a concentragcdo de substrato, maior a tendéncia das
enzimas de seguir a rota de transglicosilacéo.

Comparando-se as velocidades de formacao de diferentes produtos para uma

mesma enzima € possivel estimar as velocidades da reacdo de hidrolise e de




80

transglicosilacdo. Assim, para a enzima ThBgll, em presenca de pNPG 20 mM,
temos:

Voneg = VH+ V1

2,7=0,67 + Vg

V1= 2,03 nmom/min

Logo, a velocidade de hidrolise (Vy) € cerca de 3 vezes menor que a de
transglicosilacdo (Vr), considerando-se a mesma concentracdo de substrato.

Realizando-se o mesmo calculo para ThBgl2, na mesma concentracdo de
substrato, temos que a velocidade de hidrélise é cerca de 4 vezes maior que a de
transglicosilacao.

Quando aumentamos a concentracdo de substrato para 25 mM, a diferenca
entre as enzimas ThBgll e ThBgl2 continua clara. Para ThBgll temos Vr = 0,6
nmol/min e Vy = 0,1 nmol/min e para ThBgI2 temos V1 = 1,4 nmol/min e Vy = 1,4
nmol/min. Logo, para ThBgll a velocidade de hidrolise é 6 vezes menor que a
transglicosilacdo, enquanto que para ThBgl2 as velocidades séo iguais.

Assim, apos verificar a ocorréncia de transglicosilacdo pelas enzimas ThBgl1
e ThBgl2, foi realizada uma nova cinética utilizando-se o substrato pNPG em
diversas concentracdes e, dessa vez, foi acompanhada a formacdo de p-
nitrofenolato e de glicose em cada uma das concentragdes. As Figuras 39 e 40

trazem o resultado dessa analise.

V {Abs/min)

. . . .
0 5 10 15 20 25 30
[51(mm)

Figura 39 - Velocidade de formagé&o de p-nitrofenolato (em vermelho) e de glicose (em preto) pela
enzima ThBgl1.
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Figura 40 - Velocidade de formacé&o de p-nitrofenolato (em vermelho) e de glicose (em preto) pela
enzima ThBgl2.

Em ambos os casos podemos perceber que, em altas concentracdes de
substrato, h4 uma maior formacdo de p-nitrofenolato do que glicose, reforcando a

ocorréncia de reacdo de transglicosilacéo.

A fim de descobrir as funcbes %H e %T, foi determinada a variacéo de V (p-
nitro) em relacdo a V (glicose) versus a concentracdo de substrato. Como a
formacao de glicose sé ocorre se a enzima seguir a rota de hidrélise, enquanto que

o p-nitrofenolato é formado tanto na hidrolise quanto na transglicosilagdo (esquema

da Figura 38), temos que:

V (p-nitro) =V (hidrdlise) + V (transglicosilacéo)
V (glicose) =V (hidrélise)

ou seja, a velocidade de formacéo de glicose € a velocidade de hidrdlise. Portanto:

V(p—nitro) _ V (hidrdlise) +V (transg) _ 1 _ 1
V (gli cose) V (hidrélise) V (hidrdlise) %H
V (transg) +V (hidrdlise)

(Equacéo 6)

0oH +9%T =1| (Equacéo 7)
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Desta forma, como os valores da velocidade de formagéo de p-nitrofenolato e
de glicose sdo determinados, atraveés da raz&o entre eles € possivel determinar a
porcentagem de B-glicosidase seguindo a rota de hidrolise (%H). Assumindo-se que
a enzima que nado estd seguindo a rota de hidrélise segue a rota de
transglicosilacdo, a porcentagem de B-glicosidase seguindo esta segunda via (%T)
também foi determinado. Portanto, feitos esses calculos para cada concentracéao de
substrato tem-se as fungbes %H e %T mencionadas nas Equacbes 3 e 4
(FRUTUOSO, MARANA, 2013).

Os resultados obtidos para as enzimas ThBgll e ThBgl2 encontram-se nas

Figuras 41 e 42, respectivamente.
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Figura 41 - % da enzima ThBgl1l seguindo as rotas de hidrélise e transglicosilacéo.
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Figura 42 - % da enzima ThBgI2 seguindo as rotas de hidrélise e transglicosilagéo.
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Através das Figuras 41 e 42, podemos observar que em baixas
concentracfes de substrato, a via majoritaria de catalise para as enzimas ThBgll e
ThBgl2 € a hidrélise. Conforme a concentracdo de substrato aumenta, a
porcentagem de enzimas seguindo a via de transglicosilacdo aumenta para ambas
B-glicosidases. No entanto, para a ThBgll ocorre uma inversdo, e a via
preponderante de catalise passa a ser a de transglicosilagdo em concentracfes
maiores que 16 mM de substrato. Isso € indicativo de que a ThBgll é uma B-
glicosidase com funcéo transglicosiladora.

Para ajustar as curvas de velocidade de formacdo de p-nitrofenolato e de
glicose em funcédo da concentracdo de substrato, foram utilizadas as Equacdes 8 e

9, que sao uma juncao entre as equagbes 3 e 4,eb6e 7.

SN AR 15 1
V(glicose) = K:+[S] DV(p— nitro) |  (Equacéo 8)
V(glicose)
VAL TR Al -
V(R nr) = g Vip—nio) "KL QS+ K2 QS +[S] | V(p-nitro)
V(gli cose) V (gli cose)

(Equacéo 9)

Nas Equacbes 8 e 9, observa-se que existe um termo V(p-nitro)/V(glicose).
Esse termo ndo é um valor constante, e sim uma funcéo. Desta forma, para ajuste
dos dados, graficos de V(p-nitro)/V(glicose) versus [S] foram feitos para ThBgl1l
(Figura 43) e ThBgl2 (Figura 44). A curva obtida para a ThBgll se ajustou bem a
uma equacéo polinomial de segundo grau e da ThBgl2 a uma reta. Dessa forma,
para descrever a variacao de V(p-nitro)/V(glicose) versus [S] ambas as curvas foram

ajustadas a uma equacdo do segundo grau, do tipo By + B4[S] + B2[S]%.
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Figura 43 - Velocidade de formacéo de p-nitrofenolato em relacao a velocidade de formacéo de
glicose em funcdo da concentracédo de substrato para a enzima ThBgl1.
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Figura 44 - Velocidade de formacéo de p-nitrofenolato em relagéo a velocidade de formacéo de
glicose em funcdo da concentracédo de substrato para a enzima ThBgI2.

Com isso, essa equacdo de segundo grau determinada anteriormente foi

colocada dentro das Equacfes 8 e 9. Assim:

. V" S] 1
V(glicose) =1 B Equago 10
(glicose) = i 151 o+ BLps) + B2sp? | €20
V(p—nitro) = V" 1) 3 1 Vo OS] - L j
K: +[S] BO+BL[S]+B2[S)*> K: [S]+KZ @S] +[S])? BO+ BLIIS] + B2 [IS]?

(Equacéo 11)
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As curvas de formacéo de glicose e de p-nitrofenolato foram ajustadas no
Origin 8.5.1 usando as Equagfes 10 e 11, sendo que a velocidade maxima de
hidrélise, o Ky' e os parametros By, B; e B, foram ajustados para serem iguais em
ambas as curvas (de glicose e de p-nitrofenolato). A partir desses ajustes, foram
determinados os parametros cinéticos para as enzimas ThBgll e ThBgl2, que sé&o

mostrados nas Figuras 45 e 46 e nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Figura 45 - V (glicose) e V (p-nitrofenolato) para a enzima ThBgl1, utilizando-se pNPG como
substrato.

Tabela 4 - Parametros cinéticos para a enzima ThBgl1, utilizando-se pPNPG como substrato.

Diluicédo
no VimH KeatH Vi T KeatT Kmnl Km2
ensaio
ThBgl1 250x 6,97 8,8s™ 3,56 45st | 29mM | 12mM
nmol/min nmol/min




86

m V(glicose)
¢ V(NP)
12-
2 e
.- []
19- s
£ C—
E
= , i
2ol .
3 y/
~ 044 4
2! j“‘
00-
T T T T T T
0 s 10 15 2 %
[S](mM)
Figura 46 - V (glicose) e V (p-nitrofenolato) para a enzima ThBgl2, utilizando-se pNPG como
substrato.

Tabela 5 - Parametros cinéticos para a enzima ThBgl2, utilizando-se pNPG como substrato.

Diluicao
no ViH KeatH VT KeatT Kml K2
ensaio
ThBgI2 250x 1,62 745s* 1,11 51s™ 245 | 53mM
nmol/min nmol/min mM

A partir desses novos resultados obtidos utilizando-se pNPG como substrato,
podemos perceber que as medidas de velocidade mostram que a medida que
cresce a concentracao de substrato, aumenta a populacdo de enzimas que seguem
a rota de transglicosilagédo (para as enzimas ThBgl1l e ThBgl2).

Comparando as rotas de transglicosilacdo e hidrolise para uma mesma
enzima, nota-se que no caso da enzima ThBgll como k¢ T € menor que keaH (1,9%)
e a populagcdo de enzimas transglicosilando aumenta, ocorre uma queda na
velocidade de producgéo de p-nitrofenolato. Em suma, a maior parte destas enzimas
esta seguindo por uma rota “mais lenta”. No caso das enzimas ThBgl2, esse efeito €
muito menos evidente, pois kT ndo € tdo menor que keH € a populacédo de
enzimas seguindo a rota de transglicosilacdo ndo é muito maior que aquela
seguindo a rota de hidrolise. Deste modo, ndo ha efeito tdo grande de reducgéo na

producédo de p-nitrofenolato.
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E interessante notar que K,? da enzima ThBgl1 é maior que o K> da enzima
ThBgl2. Porém, a populacdo de ThBgll que segue a rota de transglicosilacdo é
maior que a populacao de ThBgl2 (Figuras 45 e 46). Isso sugere que a probabilidade
de seguir pela rota de transglicosilacdo n&do depende exclusivamente do
preenchimento do sitio de ligacdo do segundo substrato, pois caso fosse este o fator
limitante o preenchimento seria sempre maior em qualquer concentracdo de
substrato para ThBgI2 e assim essa enzima teria maior tendéncia de seguir para
transglicosilacdo. Naturalmente a ligacdo do segundo substrato € essencial para
ocorréncia da transglicosilagdo, mas néo basta apenas este evento.

E provavel que o fator que determina a populacio de enzimas que segue pela
rota de transglicosilacdo seja a entrada/ligacdo da molécula de agua “catalitica” no
sitio ativo (molécula de agua que participa na hidrolise do intermediario covalente).

Residuos hidrofébicos e volumosos, quando presentes no canal pelo qual a
agua entra no sitio ativo, reduzem a probabilidade de sua ligacdo e passagem
(FRUTUOSO, MARANA, 2013). Desta forma, em altas concentracdes de substrato,
a enzima que em geral utilizaria uma molécula de agua para hidrolisar a glicose
covalentemente ligada no sitio ativo (intermediario covalente), tem uma maior
probabilidade de substitui-la por um novo substrato, fazendo a reacdo de
transglicosilacao.

A enzima ThBgl1l tem uma fenilalanina no canal da agua catalitica, enquanto
a enzima ThBgl2 tem uma asparagina. Como a fenilalanina € volumosa e
hidrofébica, ThBgll pode ter maior tendéncia de transglicosilar. Essa hipétese
parece ser corroborada pelos resultados obtidos pela producdo de glicose em
velocidade muito menor por esta enzima (resultado que indica maior atividade de

transglicosilacao).

5.8. Ensaios com diversos inibidores

Os resultados das inibicbes sdo mostradas nas Figuras 47 e 48, para as

enzimas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente.
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Figura 47 - Efeito de inibidores na atividade enzimatica de ThBgl1. (1) celobiose (32 mM); (2)
celobiose (14 mM); (3) celotriose (14 mM); (4) celotetraose (14 mM); (5) hexil-B-glucopiranosideo (14
mM); (6) octil-B-glucopiranosideo (14 mM); (7) fenil-B-glucopiranosideo (14 mM); (8) metil-B-
glucopiranosideo (14 mM); (9) Tris (14 mM).
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Figura 48 - Efeito de inibidores na atividade enzimatica de ThBgl2. (1) celobiose (32 mM); (2)
celobiose (14 mM); (3) celotriose (14 mM); (4) celotetraose (14 mM); (5) hexil-B-glucopiranosideo (14
mM); (6) octil-B-glucopiranosideo (14 mM); (7) fenil-B-glucopiranosideo (14 mM); (8) metil-B-
glucopiranosideo (14 mM); (9) Tris (14 mM).
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As diferencas de velocidade na presenca e auséncia de um mesmo inibidor,
sugerem que celodextrinas sejam inibidores mais efetivos da enzima ThBgl1l. Por
outro lado, fenil-B-glucopiranosideo talvez seja um inibidor mais efetivo da enzima
ThBgI2. Estas diferencas, se confirmadas através de medidas de K;, podem sugerir
diferencas na regido de ligacdo do aglicone (subsitios +1, +2, +3, etc...). Estas
diferencas podem ser em forma, abertura, extensdo e composi¢cdo de residuos.
Esses dados estdo de acordo com os resultados de cinética apresentados na Tabela
3, em que observa-se que ThBgl1l se liga bem a substratos do tipo celodextrinas,
enquanto que ThBgl2 n&o se liga tdo bem a esse substrato. Isso indica que essas B-
glicosidases podem ter diferentes papéis biologicos.

Embora alinhamentos de sequéncia primaria possam revelar algumas dessas
diferencas, um alinhamento estrutural serd muito mais efetivo e informativo. Nesta
linha de comparacéo, a determinacdo da estrutura destas duas B-glicosidases em
complexo com celobiose ou outra celodextrina seria interessante, algo que sera

realizado nos estudos futuros.

5.9. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

A interpretacdo dos dados de SAXS permite uma analise detalhada da
estrutura global de proteinas. Com o SAXS é possivel inUmeras determinacdes, tais
como informagdes sobre o raio de giro (Ry), que corresponde a distancia quadratica
média dos elétrons relativa a posicdo do centro de massa da molécula, sendo uma
medida global do tamanho e formato do complexo molecular; podemos obter
também a funcdo de distribuicdo de distancias p(r) que nos permite inferir sobre o
formato do envelope da enzima em solugdo; o diametro maximo (Dmax), que
corresponde a maior distancia interna que tem na proteina em solug¢édo; fazer uma
predicdo de estruturas quaternarias em oligbmeros, e, também, a visualizacdo de
processos de enovelamento e desenovelamento protéico (SVERGUN; KOCH, 2003).

Com relacdo a enzima ThBgll, as curvas de espalhamento dessa enzima
(subtraido o espalhamento do tampé&o), nas trés concentragbes do experimento,
foram sobrepostas, demonstrando que nao havia efeito de concentracdo nas

amostras, ou seja, qualquer uma das amostras poderia ser usada para gerar
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modelos. Foi utilizada a curva 6 mg/mL. A amostra ndo demonstrou sofrer efeito pela
radiac&o, considerando o tempo de 300 segundos total de exposicéo.

Na Figura 49 encontra-se a curva de espalhamento experimental da proteina
ThBgll (a 6mg/mL, em tampao 50 mM Tris pH 8,0 e 150 mM NacCl), a curva do
modelo gerado no programa Dammin (SVERGUN, 2010) e a curva de espalhamento
a baixo angulo simulado para a estrutura de alta resolucdo da homédloga de maior
identidade sequencial (pdb id. 3AHY).

1E'3 3 \ 0,00248
E s ()

@ Experimental ..
= Fit Linear [ ]
R, (Guinier) = (20,59 £ 0,01) A LY

1E-4- \ A 0,001 0,002 0,003 0,004
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T )
1E-5- f"@?
1 e Experimental %?
] DAM

3AHY (dimérica)

. 7 I(u.a.)
Q
Q

1E-6 - T - T ; T - .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
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Figura 49 - Curvas de espalhamento para a enzima ThBgl1.

No grafico principal encontram-se as curvas do espalhamento experimental
(circulos com barras de erro), do modelo gerado no programa Dammin (SVERGUN,
1999) (linha rosa) e da estrutura de alta resolugdo da homologa de maior identidade
sequencial (pdb 3AHY) (linha em ciano). O quadro do canto superior direito
apresenta um anexo com a regiao inicial da curva experimental, a regido de Guinier,
de onde pode ser extraido o Ry (raio de giro) experimental da molécula pela

aproximacéo de Guinier (Equagéo 5).
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Através da curva experimental extrapolada para valor de g nulo no programa

Gnom (SVERGUN, 1992), e considerando um valor de qma de 0,2 A (valor
desprovido do efeito da flexibilidade da molécula) (GLATTER; KRATKY, 1982), foi

possivel estimar uma massa molecular de 84,4 kDa para a proteina ThBgll de
Trichoderma harzianum (Figura 50). Considerando a massa do mondémero sendo
aproximadamente 53kDa, a proteina em estudo se apresenta em solugdo como um
dimero, segundo calculado pelo programa SAXS MoW (SVERGUN, 1992).
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Results
GNOM file information Maximum g for Q" calculation: ;0.20 ‘V|
GNOM file name: hem67_6mgX.out MWV estimated from SAXS: 84.4 kDa
Input file{s): hemB7_6magX.txt
Enter protein monomer molecular weight (if a priori known)
Monomer MYV (kDa): 53 [ Calculate |
Number of subunits: 2
Estimated oligomer MVV: 106.00 kDa
20.4 %

Date: Sun Sep 8 16:56:52 2013
g-range (1/A): from 0.0150 to 0.2176
Relative discrepancy:

Radius of gyration (A): 30.45 + 0.020
Figura 50 - Interface do programa SAXS MoW mostrando as curvas de saida (.out) do programa
Gnom, e seus resultados para a estimativa da massa molecular da enzima ThBglI1.

No programa Gnom (SVERGUN, 1992), e pelo método da Transformada
Inversa de Fourier, foi gerada a curva de distribuicdo de distancias p(r) (Figura 51).

Através dela, podemos prever o formato alongado do envelope molecular, que se

confirma com a geracao do modelo ab initio ao final do processo.
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Figura 51 - Curva de distribuicdo de distancias, para os dados experimentais da enzima ThBgl1.

A partir da curva de espalhamento foram gerados modelos ab initio do
envelope da proteina pelo programa Dammin (SVERGUN, 1999). O resultado obtido
apos a média de 10 modelos € mostrado na Figura 52, alinhado pelo programa
SUPCOMB (SVERGUN, 1999) com a estrutura tridimensional de alta resolucdo da

homéloga de mais alta identidade sequencial.

Figura 52 - Modelo ab initio para o envelope molecular da proteina ThBgl1 alinhado com a estrutura
de alta resolucéo de sua homologa de mais alta identidade sequencial (pdb 3AHY).

Apesar de em algumas regides na sobreposicdo mostrada na Figura 50, o
dimero cristalografico ultrapassar os limites do envelope gerado por SAXS, deve
ficar claro que os mondmeros utilizados na sobreposicdo estavam presos as

coordenadas de uma rede cristalografica, ou seja, na realidade (em solucédo), os
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mondmeros reais da proteina ThBgl1l podem se arranjar mais préximos um do outro,
ja que essa interface dimeérica apresenta varias regides de loops e alcas.
Pelo Gnhom (SVERGUN, 1992) foram obtidos os valores de Rg e Dmax. A

Tabela 6 traz os parametros estruturais derivados das curvas de ajustes.

Tabela 6 - ParAmetros estruturais da enzima ThBgl1, obtidos por SAXS.

Experimental DAM? 3AHY?®
Rg(A) (29,69 £ 0,01) 30,40 35,62
(Guinier)
(30,5 +0,2)
(Gnom)
Dmax (&) 93+1 93 105,0
MM(KDa) 53 i i
X - 1,510 6,067
Resolucdo *(A) 28,55 - -

*DAM , parametros do modelo de &tomos Dummy calculado no programa Dammin
® Estrutura de alta resolucdo obtida por difragdo de raios-x em monocristal
€ Resolucao: 211/gmax

Podemos concluir entdo que a proteina ThBgl1l se apresenta como dimero em
solucéo, como pode ser comprovado pela geracdo de um modelo de baixa resolucéo
condizente com os dados experimentais, além da sobreposi¢cdo desse modelo com a
estrutura dimérica de sua homdloga de mais alta identidade sequencial (90%). O
valor da resolugéo obtido por essa técnica é relativamente alto, mesmo para esse
tipo de experimento, devido a necessidade de exclusdo de alguns pontos finais da
curva experimental bruta (pontos ruidosos no alto angulo), porém isso n&o

prejudicou as analises realizadas e as conclusdes obtidas.

5.10. Ensaios de Cristalizacéo

A andlise da triagem de condicdes de cristalizacdo, 48 horas apds a
montagem das placas, para a proteina ThBgl1, indicou o aparecimento de cristais na
seguinte condicdo: Kit Comercial: Index (condicdo G12): 0,2 M de cloreto de
magnésio hexahidratado, 0,1 M Hepes pH 7,5 e 25% de PEG 3350. A Figura 53 traz

a imagem do cristal obtido e coletado para a proteina ThBgI1.
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Figura 53 - Cristal obtido para a proteina ThBgl1.

O cristal era visivelmente bem formado e se mostrou em tamanho adequado
para experimentos de difracdo de raios-X. Mesmo assim, a condi¢ao foi otimizada
para tentativa de uma melhor resolugéo.

Para a proteina ThBgl2, foi obtido cristal na seguinte condicao: Kit Comercial
PEG | (condicdo C10): 0,1 M MES pH 6,5 e 25% de PEG 8000. A Figura 54 traz a
imagem do cristal obtido e coletado em nosso laboratério.

Figura 54 - Cristal obtido para a proteina ThBgl2

5.10.1. Coleta e Processamento de Dados de Difracdo de Raios-X

Os experimentos de coleta e processamento de dados foram feitos em
colaboracdo com o Prof°. Dr°. Jodo Renato C. Muniz e de sua aluna de mestrado

Mariana Z. T. de Lima, pertencentes a0 mesmo grupo de pesquisa no qual este
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projeto teve andamento. Varios cristais da proteina ThBgl1l e apenas um cristal da
proteina ThBgl2 foram testados, sempre em temperatura criogénica (100 K),
crioprotegidos com a adicéo de etileno glicol 15% (v/v) a solucdo de cristalizacéo
guando necessaria a adicdo de agentes crioprotetores.

Os conjuntos de dados de difracdo de raios-X para a proteina ThBgl1,
utilizados posteriormente para obtencdo dos modelos estruturais, foram coletados na
linha de cristalografia de proteinas MX-2, no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS, Campinas, Brasil) e também em nosso laboratorio (melhor resolucéo). Ja a
proteina ThBgl2 teve seu cristal coletado em nosso laboratorio, no Bruker-APEX
DUO. Os cristais apresentaram padrdes de difracdo bem definidos, aparentemente
com auséncia de sobreposi¢cdo de pontos ou overlaps (Figura 55). O padrao de
difracdo mostrado na Figura 55 pertence ao cristal mostrado nas Figuras 53 e 54,
para as proteinas ThBgl1 (A) e ThBgI2 (B).

. (A) : (B)
Figura 55 - Padrdes de difracao para os cristais das B-glicosidases (A) ThBgll e (B) ThBgl2.

A autoindexacdo das primeiras imagens e as estratégias de coleta foram
realizadas no programa IMOSFLM (LESLIE, 1999), no qual o angulo de rotacao
estimado que ndo gerava overlaps foi de 0,5°. Além disso, a estratégia realizada
apresentava o numero de imagens a ser coletado que renderia completeza
suficiente de acordo com 0S Qrupos espaciais apresentados pelos cristais
(especificados na Tabela 7). Valores aproximados dos parametros de célula (a, b, c,
a, B e y) e a orientacdo para o cristal também foram determinados (Tabela 7). Além

disso, foi feita a integracdo das imagens de difracdo e o refinamento desses
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parametros. O escalonamento dos dados foi realizado com o programa Scala
(CCP4) (COLLABORATIVE..., 1994). Os parametros e estatisticas dos conjuntos de

dados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros e estatisticas da coleta, processamento e refinamento dos dados
cristalograficos das proteinas ThBgll e ThBgl2.

Parametros ThBgl1 ThBgl2
Grupo espacial P2,2121 P2,2:2;
Moléculas na unidade 2 1
assimeétrica
Parametros da célula
unitaria (A)
a 94,9 57,5
b 97,7 78,1
c 106,2 100,3

Intervalo de resolucéo (A)

71,92 — 2,59 (2,69 — 2.59)

61,64 — 1,97 (2,04 — 1,97)

Numero de imagens 623 1176
Ao () 0,5 0,5
Numero de reflexdes 31201 (3016) 32663 (3212)
Multiplicidade 2,2 4.5
Completeza (%) 99,7 (97,5) 100,0 (100,00)
Rmerge 0,54 0,50
<I>/<o(l)> 8,3 (2,2) 8,7 (3,1)

O nuamero de moléculas presentes na unidade assimétrica foi estimado

utilizando-se o programa Matthews_coeff (CCP4) (COLLABORATIVE..., 1994), que
faz uso da metodologia proposta por Matthews (MATTHEWS, 1968), considerando a
massa molecular de cada mondémero sendo aproximadamente 50 kDa. Essa andlise
resultou na presenca de duas moléculas da proteina ThBgl1 na unidade assimétrica

do cristal e de apenas uma molécula da proteina ThBgl2 na unidade assimétrica.
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5.10.2. Determinacao das estruturas cristalografica s

Para a recuperacao das fases aplicou-se a técnica de substituicdo molecular
através do programa Phaser (MCCOY, 2007), disponivel no pacote de programas
cristalograficos CCP4 (COLLABORATIVE..., 1994). Os modelos empregados para
resolucdo das estruturas foram as estruturas homologas de maior identidade da (-
glicosidase 2 de Trichoderma reesei depositadas no banco de dados PDB (3AHY).
Apés escolha da solugédo correta (melhor estatistica e ajuste), o empacotamento
cristalino das moléculas foi manualmente inspecionado.

ApOs esse passo, iniciou-se o0 processo de refinamento utilizando o programa
Phenix (ADAMS, 2010). Varios ciclos de refinamento no espaco real (modificacbes
manuais do modelo, através da inspecdo dos mapas de densidade eletrbnica
utilizando o programa grafico Coot (EMSLEY et al., 2010)), alternados com célculos
intermediarios entre os espacos real e reciproco para refinamento de posicbes
atdbmicas, restricbes geométricas e de contato, refinamento de fator de temperatura
individual para todos os atomos, foram realizados com os conjuntos de dados. O
monitoramento da concordancia do modelo com os dados experimentais foi
conduzido através da analise da variagdo do fator Riacior, juntamente com o fator
Rfree.

Foi utilizado na andlise a visualizacdo e sobreposicdo das imagens de alta
resolucdo geradas pelo programa PYMOL (Delano Scientific LLC). As Figuras 56 e
57 apresentam os modelos de alta resolugdo gerados para as proteinas ThBgll e
ThBgl2, respectivamente. Nestas figuras podemos perceber a presenca do barril tim

(a/B)s.
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Figura 57 - Estrutura de alta resolucdo da B-glicosidase de Trichoderma harzianum (ThBgI2).
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Na Figura 56, a forma dimérica globular corrobora o modelo ab initio de baixa
resolucéo obtido por SAXS (Figura 52). Além disso, os modelos de alta resolucéo
para as proteinas ThBgll e ThBgl2 condizem com as predigbes de barril tim
caracteristico das hidrolases de glicosideos da familia 1.

Sabe-se que na rede cristalina a estrutura da molécula pode ndo obedecer ao
formato adquirido em solugao, pois a flexibilidade, mobilidade e temperatura sé&o
parametros que podem influenciar para uma possivel alteracdo (SVERGUN; KOCH,
2003).

A Figura 58 traz a sobreposicdo das imagens geradas para as enzimas
ThBgll e ThBgl2.

Figura 58 — Sobreposicdo das estruturas dos mondmeros de alta resolugdo das enzimas ThBgl1l e
ThBgl2.

A sobreposicéo das estruturas revela pequenas diferencas no enovelamento,
com o RMSD da sobreposicéo sendo de 0,731 A, o qual é utilizado para estimar os
desvios médios da estrutura da proteina em relagédo a estrutura referéncia (no caso
a estrutura de referéncia utilizada foi a da homodloga de mais alta identidade
sequencial). Portanto, pode-se afirmar que ha residuos de aminoacidos que séo
alterados entre as duas proteinas por pressao evolutiva. Entretanto, os residuos que
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se conservam entre elas permitem que se mantenha o enovelamento geral da
molécula. Andalises mais detalhadas do posicionamento de cadeias laterais de
aminoacidos estdo sendo realizadas para verificar a influéncia desses residuos néo
conservados e, assim, gerar um conhecimento maior de caracteristicas e

peculiaridades dessas proteinas presentes no mesmo organismo.

6. Conclusoes

Foi realizada a caracterizacao bioquimica e estrutural de duas B-glicosidases
do fungo Trichoderma harzianum. As enzimas foram caracterizadas quanto ao seu
peso molecular, ponto isoelétrico, estado oligomérico e suas caracteristicas
cinéticas. Além disso, foi possivel identificar a ocorréncia de transglicosilacdo
catalisada por essas enzimas e que sua arquitetura modular é composta por um
barril tim (a/B)s tipico das hidrolases de glicosideos da familia 1. Entretanto, ainda
nao foi possivel entender o motivo pelo qual um mesmo fungo possui duas enzimas
com caracteristicas tao similares entre si. Claramente, mais estudos bioquimicos sao
necessarios para entender essa questdo e 0 mecanismo de acdo dessas enzimas,

coordenacao de cofatores, mapeamento do sitio ativo, entre outros.

7. Perspectivas

A partir dos resultados obtidos e concernente as discussdes feitas neste
trabalho, sdo geradas perspectivas de novos experimentos e pesquisas futuras
como, por exemplo:

- 0 motivo pelo qual um mesmo fungo possui duas B-glicosidases e qual a
atuacao das mesmas no organismo do Trichoderma harzianum;

- Mutagénese;

- Sacarificacdo simultanea;

- Ensaios de desnaturagéo térmica por CD;

- Analisar e comparar efeitos na atividade enzimatica especifica para
diferentes concentracdes de ions;

- Cristalizacao das proteinas na presenca de substratos.
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