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1. INTRODUCAO

As enzimas estdo amplamente envolvidas em uma variedade de atividades
industriais e contribuem para a utilizacdo de residuos, que estes e os efluentes
sejam menos toxicos e na diminuicdo de custos operacionais, comparado ao uso
de produtos quimicos (ABDELRAHEEM et al., 2019; CHAPMAN; ISMAIL; DINU,
2018). As celulases microbianas sdo enzimas ativas em polimeros organicos
presentes na natureza, como a celulose, e essa vantagem é amplamente utilizada
para a desconstrucdo de biomassa (HIMMEL et al., 2007). As endoglucanases
fungicas, em especifico, clivam as liga¢c@es glicosidicas -1,4 no interior da cadeia
de celulose e sdo componentes importantes para a indastria do etanol de segunda
geracao, téxtil, de papel e celulose, e detergentes (BEHERA et al., 2017)

As endoglucanases da familia 5 (GH5) correspondem a 55% das enzimas
secretadas pelo principal fungo utilizado na industria, Trichoderma reesei
(SUOMINEN et al., 1993), porém, mesmo sendo a familia com maior quantidade
de dados estruturais reportados, grande parte ainda nao € bem caracterizada. A
grande quantidade de dados gerados a partir de técnicas de sequenciamento fez
da bioinformatica uma ferramenta importante na elucidacdo de mecanismos e
funcdo, através de estudos estruturais e funcionais. Estas analises fornecem
informacdes complementares sobre o comportamento das moléculas, prevendo
caracteristicas esperadas ou observando em detalhes processos dificeis de
observar in vitro. Além disso, a estrutura tridimensional permite observar a
organizacdo dos sitios ativos e alostéricos, conformacéo geral e organizacao da
estrutura secundaria (ZHANG; ZHANG, 2013), o que é essencial para entender o
funcionamento da molécula. Entretanto, algumas ferramentas bastante difundidas
ainda sdo insuficientemente aplicadas para endoglucanases GH5, em que
poderiam fornecer dados de relevancia para o estudo de moléculas dessa familia
ainda ndo caracterizadas experimentalmente.

Assim, o objetivo deste estudo foi empregar ferramentas de bioinformética,
aliadas a expresséao heterdloga em Escherichia coli de uma nova endoglucanase
da familia 5, subfamilia 5 (GH5_5). O estudo da enzima ocorreu através de
alinhamento multiplo de sequéncias, modelagem molecular, docking com a
celotetraose, dinamica molecular, andlise das caracteristicas bioquimicas e
obtencédo da molécula recombinante.

2. METODOLOGIA

Seis candidatas foram analisadas quanto a suas carcateristicas e potencial
celulolitico, provindas de um estudo prévio de nosso grupo (CAGLIARI, 2018). Os
codigos de acesso do banco de dados foram alterados devido ao potencial de
aplicacao biotecnoldgica, sendo as candidatas denominadas “EGs”. As sequéncias
das enzimas foram recuperadas do banco de dados Uniprot e o software Clustal
Omega possibilitou observar a conservacao de sequéncias através de alinhamento
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multiplo (MSA). Analises estruturais incuiram: modelagem molecular pelo |-
TASSER, refinamento e analises de qualidade (QMEAN, FG-MD, grafico de
Ramachandran, docking molecular (AutoDock Vina e dinamica molecular por 200
ns pelo GROMACS (v 5.0). As andlises de caracteristicas biogquimicas foram feitas
nos softwares NetNGlyc, NetOGlyc, Protein-Sol, CCSol e SolPro e ProtParam.

A expressdo heterdloga se deu apenas com a melhor enzima candidata,
produzida a partit de gene sintético (Epoch Life Science Inc.) otimizado para E. Coli.
As as cepas STAR, Rosetta e pLysS foram transformadas por choque térmico. A
expressao foi induzida em 500 mL de meio Luria-Bertani, acrescido de ampicilina
(100 mg/mL), através de [B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) (100 mM) a 1%. A
purificacdo das por¢des soluvel e insolivel se deu em coluna de matriz de sefarose
carregada com niquel His Trap 1 mL (Cytiva Life Sciences Inc.) em purificador GE
AKTA Purifier 100 FPLC System (GE Healthcare Inc.). Os resultados foram
visualizados através da técnica de SDS-PAGE em de gel de poliacrilamida 12% e
Western Blotting.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As seis novas endoglucanases GH5 5 (EG2, EG3, EG4, EG5, EG6 e EG8)
foram avaliadas quanto ao seu potencial in silico e viabilidade de obtencéo in vitro.
Nenhuma apresentou anotacdo a nivel experimental no banco de dados de
sequéncias de proteinas Uniprot e os residuos conservados foram identificados por
MSA em relacdo a T. Reesei (PDB: 3QR3). Além disso, as enzimas EG4, EG5 e
EG8 apresentaram moddulo de ligacdo a celulose, enquanto EG2, EG3 e EG6
continham apenas o moédulo catalitico. A identidade entre as sequéncias de
aminoacidos em relacdo a TrCel5A foi de 68,75 (EG2), 67,39% (EG3), 68,05%
(EG4), 53,40% (EG5), 62,62% (EG6) e 28,65% (EGS).

As sequéncias das seis moléculas foram usadas para obter seu modelo
tridimensional (3D) e a analise de qualidade e refinamento demonstrou que
poderiam ser utilizados em posteriores analises (QMEAN = 0,87). O ideal é que
90% dos aminoacidos estejam nas regibes mais favorecidas do grafico de
Ramachandran, porém, a enzima EG2 foi a que atingiu a maior taxa de
aminoacidos corretamente posicionados nas regibes mais favoraveis (76,5%) e
favoraveis (22,8%). Em conjunto com QMEAN e analise visual, foi possivel verificar
que as enzimas estavam bem modeladas e empacotadas.

A afinidade enzima-substrato (kcal/mol) foi avaliada através de docking
molecular. Como controle, foi feito o re-docking da molécula AnCel5A (PDB ID:
5179), estruturalmente muito similar a T. reesei (RMSD = 1.024), com a
celotetraose. Este método, aplicado a proteinas modeladas, € comparavel ao de
estruturas resolvidas e o refinamento com FG-MD melhora o empacotamento da
estrutura (DU et al., 2015). Outros estudos com celulases sao dificeis de serem
comparados, pois cada programa utiliza parametros diferentes, além de néo existir
um threshold para a energia de ligagdo (SELVAM et al., 2017). A enzima que mais
se destacou foi EG2, por formar pontes de hidrogénio corretamente com o0s
residuos, o ligante estar corretamente posicionado no sitio ativo e apresentar
energia de ligacdo superior as restantes (-7.2 kcal/mol). Esta foi escolhida para
andlises de dindmica molecular e expressdo heterdloga, uma vez que tem o
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tamanho adequado para ser obtida de forma recombinante e apresentou bons
resultados na modelagem e docking molecular com o substrato celulésico.
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Figura 1. Docking e dinAmica molecular da enzima EG2. A: encaixe da celotetraose
no sitio ativo. B: padrdo do raio de giro da dinamica molecular (200 ns). Em azul: 20 °C;
vermelho: 40°C; verde: 60 °C; roxo: 80 °C; laranja: 100 °C.

Simulacdes de dindmica molecular permitem analisar o comportamento
molecular em diferentes temperaturas e tem sido empregadas para outras
celulases. Avaliou-se o padrao de raio de giro (Gyr) e a variagcdo da posi¢cdo dos
atomos (RMSD) em 20, 40, 60, 80 e 100 °C, sendo o ultimo indicativo de
desnaturacao proteica. A menor variagdo no Gyr ocorreu na temperatura de 20 °C,
enquanto nas temperaturas de 40, 60 e 80 °C a enzima demonstrou-se
razoavelmente estavel, a ndo ser por alguns picos que podem representar
instabilidade. Os dados de RMSD (ndo mostrados) corroboraram com Gyr.
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Figura 2. SDS-PAGE e Western Blot das por¢des purificadas soltvel e insoltvel
produzidas em E. coli STAR. M: marcador de peso molecular de proteinas (New England
BioLabs Inc.); 2, 3 e 4: fracdo insoluvel purificada; 5, 6 e 7: por¢éo soluvel purificada; 8:
extrato total de E. coli STAR induzida; 9: extrato total de E. coli STAR n&o induzida.

Analises das caracteristicas bioquimicas mostraram 3 possiveis sitios de
glicosilacéo e resultados discrepantes para a solubilidade, provavelmente devido
aos diferentes algoritmos utilizados. Protein-Sol detectou uma probabilidade de
32,9%, CCSol 61% e SolPro 61,3%. Durante a expressao heteréloga, confirmou-
se gque na cepa STAR a proteina encontrava-se insoluvel (Figura 2). Nas cepas
Rosetta e pLysS néo foi produzida proteina recombinante (dados ndo mostrados).
Isso esta de acordo com outros estudos, que relatam a dificuldade de obter
endoglucanases fungicas em procariotos (LAMBERTZ et al., 2014). Além disso, a
EG2 possui 3 pontes dissulfeto, mas E. Coli ndo tem a maquinaria necessaria para
esta e outras modificacdes, como glicosilagbes, que podem ter influenciado na
obtenc&o da molécula (BERKMEN, 2012; FRANCIS; PAGE, 2010). E comum que
proteinas ndo sejam expressas em E. coli; assim, outras estratégias de



M 7@ SEMANA

w INTEGRADA XXI1l ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
y LUEEEIES20 2 )

recuperacao incluem testar outras cepas, como Origami, e alterar as condicdes de
inducao da expresséo, como a temperatura (JUTURU; WU, 2014).

4. CONCLUSOES

A partir deste estudo, foi possivel avaliar a aplicabilidade de ferramentas
bioinforméticas para a caracterizacdo de seis endoglucanases GH5 5 nao
descritas anteriormente. Concluiu-se que as estratégias computacionais auxiliam
na prospeccao e predicdo de caracteristicas essenciais da funcionalidade dessas
moléculas, mas ainda existem divergéncias entre os resultados de bioinformatica e
0s experimentos. Nao é possivel afirmar que os métodos in silico ndo funcionaram,
uma vez que € comum cepas nao expressarem.
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