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Resumo

A obtencao da estrutura tridimensional de uma enzima pode ser utilizada como
passo inicial em projetos de engenharia genética e engenharia enzimética com intuito
de optimizacao da atividade catalitica e/ou a producao em escala industrial de enzimas
alvo. Atualmente, a cristalografia é o método mais empregado para a determinagao de
estruturas tridimensionais de macromoléculas.

A biomassa vegetal, na forma de celulose, hemicelulose e lignina, apresenta grande
potencial para aplicagoes biotecnologicas. Com a crescente demanda por fontes renovaveis
de energia, tem-se proposto sua utilizacao para a obten¢ao de energia, os ditos biocom-
bustiveis. Para esse fim, a principal abordagem que se tem procurado é a degradacao da
biomassa via hidrolise enzimatica. Neste contexto, o estudo de micro-organismos capa-
zes de realizar a degradagao da biomassa e o estudo das enzimas envolvidas no processo
apresentam papel chave.

Particularmente, o fungo terméfilo Humicola grisea var. thermoidea apresenta
producgao significativa de enzimas lignoceluloliticas ativas a alta temperatura e tem sido
considerado um forte candidato para aplicagoes industriais. Contudo, a literatura ci-
entifica ainda carece de informacoes estruturais sobre as enzimas do fungo envolvidas na
hidrolise da lignocelulose. Em trabalhos anteriores, a enzima celulolitica celobiohidrolase
(CBH1.2) de H. grisea foi identificada e clonada em Pichia pastoris bem como uma das
endoxilanases (HXYN2) deste mesmo organismo.

Neste projeto de mestrado, foram expressadas as enzimas CBH1.2 e HXYN2 uti-
lizando sistema heterdlogo de expressao, obtendo rendimento satisfatério para ensaios in
vitro. Foram estabelecidos protocolos de purificacao via precipitagao por sulfato de amonio
e realizados experimentos iniciais de atividade enzimatica via o método dos agicares re-

dutores para as duas enzimas.
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Foi encontrada condicao de cristalizacao para a enzima CBH1.2r onde foram ob-
tidos pequenos cristais em forma de agulha nos ensaios de cristalizagao. Além deste,
também foi realizada a clonagem da enzima CBH1.2 de Humicola grisea no vetor de
expressao pHIL-D2 (para expressao extracelular). Este vetor foi utilizado para trans-
formar as linhagens SMD1168 e GS115 da levedura P. pastoris ambas com o gendtipo
his4-. Foram detectados transformantes capazes de secretar a proteina ativa em ambas

as linhagens.



Abstract

Obtaining 3-dimensional structure of an enzyme can be used as an initial step in
projects of genetic engineering and enzymatic engineering when aiming for optimization of
catalytic activity and/or production of target enzymes on an industrial scale. Currently,
crystallography is the most widely used method for the determination of three-dimensional
structures of macromolecules.

The plant biomass in the form of cellulose, hemicellulose and lignin, have great po-
tential for biotechnological applications. With the growing demand for renewable energy
sources, its been proposed it’s use to obtain energy, called biofuels. For such purpose,
the main approach is the search of the degradation of biomass via enzymatic hydrolysis.
In this context, the study of microorganisms capable of carrying out the degradation of
biomass and the study of the enzymes involved in this process play a key role.

Particularly, the thermophilic fungus Humicola grisea var. thermoidea presents
significant production of active lignocellulolytic enzymes at high temperature and has
been considered a strong candidate for industrial applications. However, the scientific
literature still lacks of structural information on fungal enzymes involved in the hydrolysis
of lignocellulose. In previous work, the cellulolytic enzyme cellobiohydrolase (CBH1.2)
from Humicola grisea has been identified and cloned into Pichia pastoris as well as one
of the endoxylanases (HXYN2) from this same organism.

In this master’s project, the enzymes CBH1.2 and HXYN2 were expressed using
heterologous expression system obtaining satisfactory yield for in witro assays. Purifi-
cation protocols were established via precipitation by ammonium sulfate and initial ex-
periments of enzyme activity were performed via the reducing sugars method for both

enzymes.
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Crystallization conditions were found for the enzyme CBH1.2r, where small needle-
shaped crystals were obtained in crystallization trials. In addition to this, the cloning of
the enzyme CBH1.2 from Humicola grisea with the pHIL-D2 expression vector (for ex-
tracellular expression) was performed. This vector was used to transform GS115 and
SMD1168 strains of the yeast P. pastoris both with the genotype his4-. Transformants

that were able to secrete active protein were detected in both strains.



Introducao

O presente trabalho apresenta pesquisa em regiao de fronteira entre fisica, biologia
e biologia molecular, por esta razao, dividiremos o mesmo em 8 capitulos, para sua melhor
compreensao. Nos capitulos 1, 2 e 3 expomos a revisao bibliografica necessaria para a
compreensao do projeto de pesquisa de mestrado. No capitulo 1 apresentamos as fontes
de energia, biomassa vegetal, enzimas e hidrélise enzimatica, caracteristicas e estudos
anteriores sobre o fungo Humicola grisea var. thermoidea e expressao heterdloga da enzima
alvo em Pichia pastoris. No capitulo 2, apresentamos os fundamentos da cristalografia,
desde a geracao de raios X até os métodos de resolucao de estruturas, e no capitulo 3
se encontram fundamentos especificos de cristalografia de macromoléculas. Caso o leitor
ja possua conhecimento suficiente nos tépicos apresentados nestes 3 capitulos iniciais,
ele podera, sem perda de entendimento, iniciar sua leitura a partir do quarto capitulo
desta dissertacao. No Capitulo 4 apresentamos, de forma sucinta, os objetivos gerais e
especificos deste trabalho. A primeira parte do Capitulo 5 temos a descri¢cao dos materiais,
enquanto que na segunda parte apresentamos a metodologia utilizada nos experimentos.
A leitura do quinto capitulo desta dissertacao é opcional para o leitor que ja possui
conhecimento dos métodos utilizados, tais como: transformacao de células bactérianas,
transformacao em P. pastoris, expressao heterdloga de proteinas, andlises de atividades
enzimaticas, eletroforese de proteinas em gel desnaturante de poliacrilamida, dosagem por
método de Bradford, purificagao por precipitagao em sulfato de amonio, cristalizagao de
macromoléculas e resolucao de estruturas cristalinas por difracao de raios X. No capitulo 6,
apresentamos os resultados obtidos e discussao dos mesmos. A conclusao deste trabalho se
encontra no capitulo 7. Por fim, no ultimo Capitulo listamos as perspectivas para futuros
projetos cristalograficos para as demais enzimas do fungo Humicola grisea envolvidas na

hidrélise enzimatica da lignocelulose.



Capitulo 1

Fundamentos biol6gicos

1.1 Fontes de energia

Os combustiveis fosseis: petroleo, gas natural e seus derivados, suprem atual-
mente 55% do consumo mundial de energia. Porém estimativas mostram que em apro-
ximadamente 40 anos a populacao mundial demandard uma quantidade de combustiveis
maior do que a disponibilidade de combustiveis fésseis [2]. Logo, novas fontes de energia
sao necessarias.

As fontes de energia podem ser divididas em duas classes quanto ao tempo de
reposigao natural, temporarias (ou nao permanentes) e renovaveis (ou permanentes). As
fontes de energia temporarias sao aquelas cujo tempo de reposi¢cao natural ¢ muito longo,
milhares ou milhoes de anos. Estas provém, em grande parte, da queima de combustiveis
fosseis, o qual libera gases envolvidos no efeito estufa apresentando assim alto impacto
ambiental [3]. Por outro lado, as fontes renovéveis sao mais rapidamente repostas pela
natureza. Combustiveis obtidos destas fontes de energia sao aqueles que usam como
matéria-prima elementos tais como a cana-de-agtcar (utilizada para a fabricagdo do eta-
nol) e a mamona (utilizada para a fabricacao do biodiesel).

A energia pode ser obtida da biomassa através da transformacao de produtos de
origem animal ou vegetal para a producao de energia calorifica, elétrica, entre outras, a
partir da transformacao de residuos organicos é possivel obter combustiveis (chamados
de biocombustiveis), como o biogds, o bioetanol e o biodiesel. Convém destacar que a

biomassa embora renovavel, nao é inesgotavel. No Brasil o etanol, produzido a partir
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da cana-de-agiicar, ja substitui metade da gasolina que seria consumida [4, [5 6], in-
fluenciando, desta forma, o seu uso no mercado externo como alternativa energética [7].
Biocombustiveis de primeira geracao, a partir da cana-de-actcar, sao aqueles gerados pelo
processamento industrial do colmo (caldo) da planta. No caldo ha aguicares disponiveis
para sofrerem o processo de fermentagao e, assim, consegue-se a obtencao do etanol.

Na cana-de-aguicar, cerca de um terco da energia solar absorvida é fixada como
agucar [8], enquanto o restante da energia absorvida corresponde, entre outras coisas, a
fibra vegetal, composta de celulose, hemicelulose e lignina, que constituem o bagago e a
palha.

A utilizacao de residuo de bagaco de cana em bioprocessos é uma alternativa
racional para producao de substratos, uma ajuda para solucionar o problema da poluicao
ambiental, além de reduzir a probabilidade do esgotamento natural da fonte.

O bagaco de cana-de-agiicar é um subproduto da cultura da cana-de-agicar que
se acumula em grande quantidade nas usinas no Brasil, e poderiam ser utilizados na
produgao de etanol [9]. Esse biocombustivel obtido através da fermentacao de agicares
presentes no bagaco da cana sao chamados de biocombustiveis de segunda geracao. Tais
biocombustiveis ainda nao estao no mercado, porém estao em fase de intensa pesquisa
para a busca de um processo industrial economicamente viavel, que faca com que aguicares
presentes nos polissacarideos da parede celular possam ser convertidos a monossacarideos
para sofrerem a fermentacao, tal como o que ocorre com a sacarose oriunda do caldo da
cana.

A obtencao de bioetanol com base em materiais lignoceluldsicos envolvera a
hidrélise dos polissacarideos da biomassa em acticares fermentaveis para a producao do bi-
oetanol. Para executar essa tarefa, utilizar-se-ao de tecnologias complexas e multifasicas,
com base no uso de rotas dcidas e/ou enzimaticas para a separagao dos agicares e remogao
da lignina.

Diante da prospecgao por uma tecnologia economicamente viavel, o setor ambien-
tal pode se beneficiar uma vez que, se os biocombustiveis de segunda geragao comecarem a
ser produzidos, a produtividade de etanol por hectare de terra plantada com cana aumen-
tard, ja que além do caldo, o bagaco e a palhada estariam também fornecendo agicares

para a produgao de etanol [10].
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1.2 Biomassa Vegetal

A biomassa vegetal (ou biomassa lignoceluldsica) produzida nas florestas e de-
mais vegetagoes é composta por polissacarideos (celulose e hemicelulose) e pela lignina,
polimero complexo de grupos metoxi e fenilpropanicos, que mantém as células unidas
[11], formando assim a microfibrila celuldsica (Figura . A fracao de cada uma destas
partes na biomassa vegetal varia de acordo com a sua fonte. A Tabela[1.1| apresenta esse

fracionamento para algumas fontes [12].

Parede Celular —

A N

Malhz em camadas
de micrafibrilas na
parede celularvege-
tal.

Microfibrila —|

Faracristaling
Cedulose Cristaling

Molécula de Celulose

Celulose Cristalina
N A TN Sy
HO W oM O “oH Ho ¥ gNC OH
| SO |

Glicose Celobiose

Figura 1.1: Biomassa lignocelulésica (Adaptada de [13]).

A fracao celuldsica (40%-60% da matéria seca)El é formada pela juncao de polimeros
lineares do dimero glicose-glicose (celobiose), que formam fibrilas com, em média, cem
monomeros de glicose, os quais se empacotam paralelamente formando microfibrilas de
celulose. Esse empacotamento envolve ligacoes de van der Waals e de hidrogénio. Devido
a essas interagoes intermoleculares e a completa auséncia de dgua na estrutura da mi-
crofibrila, a celulose se torna uma estrutura mais rigida e insoluvel, garantindo protegao
osmotica e resisténcia mecanica, dificultando assim a sua conversao em monossacarideos
fermentaveis [14) [15].

A celulose, é definida pela sequéncia de residuos [-D-glicopiranosidicos unidos

por ligagoes covalentes, formando o homopolimero de anidroglicose, ou seja, um homo-

'Para o bagaco da cana-de-acticar
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Tabela 1.1: Composicio quimica de biomassas lignoceluldsicas (in natura) com potencial para producao
de etanol de segunda geragao [12].

Biomassa Lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina

Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

polissacarideo de agucares de D-Glicose unidos por ligagoes glicosidicas 8-D (1—4), de
férmula geral (CeH19Os)n (Figura [L.5)). Cada residuo de D-glicose apresenta orientagao
de 180° em relagao ao residuo adjacente. A extremidade da cadeia de celulose onde se
encontra o carbono anomérico livre é chamada de extremidade redutora, ao passo que a
extremidade onde o carbono anomérico nao estd disponivel é chamada de extremidade

nao redutora.

Extremidade ndo redutora Celobiose Extremidade redutora

OH OH OH
o OH OH o OH
Q _HO 0 Q | HO 0 HO
HO 0 d “|Ho o d HO O 3
OH OH OH
OH OH . OH

CeHyp Oy

Ligacdo glicosidica p-1,4

Figura 1.2: Representacao esquemética de uma microfibrila de celulose.

As fibras de celulose apresentam duas regioes estruturalmente distintas: regioes
cristalinas, com alto grau de cristalinidade, e regides amorfas, menos compactas e com
maior distanciamento entre as microfibrilas (Figura [L.3)).

Por sua vez, a hemicelulose (20%-40%), em geral, é um hetero-polisacarideo, cons-
tituida de uma cadeia principal de xilose com vérias ramificagoes, os principais monos-

sacarideos que compoem a hemicelulose sao: D-xilose, D-manose, D-glicose, L-arabinose,

5
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Remio
amorfa

Regibo
cristalina

Figura 1.3: Representacio esquemética de -lirina rlnicroﬁbrila de celulose mostrando as regides amorfa e
cristalina.

D-galactose, L-raminose, acido D-galacturonico e acido D-glicuronico. As ligacoes gli-
cosidicas sdo, em maioria, do tipo §-1,4 (Figura . As ramificagoes interagem com
a celulose, dando estabilidade e flexibilidade [I6]. A hemicelulose é muito mais facil de
ser hidrolisada do que a celulose, esta caracteristica é usualmente atribuida ao caracter
amorfo destes polissacarideos [15], mas a fermentacao dos agiicares de cinco carbonos
(pentoses) é menos favoravel energeticamente quanto os processos envolvendo a glicose.
Apesar de nao ser energeticamente favoravel a fermentacao dos agucares provenientes da
xilana (xilose), esta desempenha importante papel na ligacao das fibras e na integridade
da parede celular, dificultando assim o acesso a celulose, logo o estudo da hidrélise da
xilana para atuacao das celuloses se torna um fator importante, tendo em vista que a
xilana constitui o principal componente da hemicelulose.

Ja a lignina (10%-25%) nao estd relacionada a moléculas simples de agticar, nao
sendo pretendida, pois, para a producao de bioetanol por rotas fermentativas. Essa fracao,
no entanto, desempenha um papel critico para o sucesso da tecnologia de hidrélise da
biomassa, pois no processo de hidrolise enzimatica dos materiais lignoceluldsicos, a lignina
atua como uma barreira fisica para as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas
pela lignina e, consequentemente, influenciar na quantidade de enzima requerida para a

hidrélise, assim como dificultar a recuperagao da enzima apés a hidrélise [17].

1.3 Conversao da biomassa via hidrdlise enzimatica

Os fungos sao muito importantes na natureza, pois sua principal fungao é de-
compor toda matéria organica morta, fazendo assim a reciclagem de elementos quimicos

fundamentais para os demais organismos, como por exemplo, o carbono. Alguns deles
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sao capazes de degradar a celulose e hemicelulose da biomassa vegetal, pois produzem um
complexo enzimatico capaz de hidrolisar estes polissacarideos.

As enzimas que degradam celulose, ou seja, celulases, sao produzidas por micro-
organismos como bactérias e fungos [I4]. Em fungos as celulases sdo classificadas em:
endoglicanase (EG), celobiohidrolase (CBH) ou exoglicanase, e beta-glicosidase ou celo-
biase (BGL) [18], 19].

As EGs hidrolisam ligagoes glicosidicas no interior da cadeia, principalmente nas
regioes amorfas, elas atacam de forma randomica, gerando oligossacarideos de cadeias
menores de celotriose e celobiose. As celobiohidrolases hidrolisam ligacoes glicosidicas nas
extremidades redutoras ou nao redutoras da cadeia, ou ainda nas extremidades dos oligos-
sacarideos produzidos pela acao das endoglicanases, formando principalmente, moléculas
de celobiose (Figura . Durante sua atuagao, as CBHs possuem maior afinidade por
celulose insolivel ou microcristalina. As beta-glicosidases atuam clivando a celobiose

liberando glicose [20, 21].

O glicose lendnglicanase
O celobiose ﬂcelnbinhidmlase ;@ expansina
g soforose Vﬁglicnsidase W B-glicosidase

Figura 1.4: Visualizacao esquemética do sistema celulolitico. (Adaptada de [20])

As CBH “s sao divididas em dois tipos: as do tipo I clivam a cadeia de celulose a
partir da extremidade redutora e as do tipo II pela extremidade nao redutora.

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem ce-
lulases, porém apenas alguns sao conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sao

capazes de degradar a celulose natural. Em condicoes laboratoriais, algodao e papel de
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filtro, dentre outros, sao usados como substratos indutores para a producao de exoglico-
sidases e para medir a atividade do complexo celulolitico total [22].

As endoxilanases sao classificadas como glicosil hidrolases e catalisam a hidrélise
das ligacoes glicosidicas do tipo -1,4, entre os residuos de xilose cadeia central da xilana
[23]. Estas também podem exibir reagao cruzada e hidrolisar as ligagdes $-1,4 de outros

polissacarideos como as da celulose microcristalina [24].

D-xilose

L-arabinose

4-0-metil-D-acido
glucuronico

Acido ferdlico

D-galactose

Grupo acetilico

simBoLO ENZIMA LIGAQED HIDROLISADA
11 Endo-1,4-f-xilanase p-1,4

I p-D-xilosidase B-1.4
o-L-arabinofuranosidase | ®-L-1.2ie-L-13 e wl-1.5

=y Arabinoxilan arabino-
furanohidrolase

= a-D-glicoronidase 1,2

=i> Feruloil esterase ligaclo éster

— u-D-galactosidase 1,6

= Acetilxilan esterase ligagio ester

Figura 1.5: Uma visdao esquemética de um sistema hemicelulolitico. As enzimas ativas no substrato
estao listadas na tabela. (Adaptada de [20])

Devido a grande heterogeneidade e complexidade da xilana, sua completa hidrolise
requer uma ampla variedade de enzimas agindo cooperativamente para converte-la em uni-
dades de xilose, porém as endoxilanases formam o maior grupo de enzimas envolvidas na
degradagao da xilana(Figura .

Neste contexto, os estudos de micro-organismos capazes de realizar a degradacao
da biomassa e o estudo das enzimas envolvidas no processo sao de vital importancia para

viabilizar o uso da biomassa como fonte renovavel de energia [25].
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1.4 Estruturas Tridimensionais

1.4.1 Endoxilanases

As endoxilanases sao classificadas juntamente com as glicosil-hidrolases em familias
de acordo com a similaridade da estrutura primaria do dominio catalitico [26]. Como a
estrutura primaria é relacionada com a estrutura tridimensional e o mecanismo de acao
da enzima, esta classificacao reflete caracteristicas estruturais e funcionais. Atualmente
o grupo das glicosil-hidrolases abrange 106 familias, sendo que as endoxilanases sao clas-
sificadas nas familias 5, 7, 8, 10, 11 e 43. Os membros destas familias diferem em suas
propriedades fisico-quimicas, estruturais, modo de acao e especificidade ao substrato.

Dentre as 106 familias descritas até o momento, as endoxilanases encontram-se
principalmente nas familias 10 (41%) e 11 (55%) [27, 28], além do enquadramento de
endoxilanases também nas familias 5, 7, 8, e 43 [29]. A estrutura tridimensional de cada
uma destas familias pode ser observada na Figura [1.6]

Em relacao as propriedades cataliticas, as endoxilanases da Familia 10 tém menor
especificidade ao substrato (frequentemente tendo atividade de endoglicanase) e hidroli-
sam heteroxilanas em uma maior propor¢ao quando comparadas com as da Familia 11 [36].
Biely [37] concluiu que as endoxilanases da Familia 10, em contraste com as da Familia
11, sao capazes de atacar as ligacoes glicosidicas préoximas aos pontos de ramificagao e da
extremidade nao-redutora.

As endoxilanases da Familia 11, atuam exclusivamente em substratos contendo
residuos de D-xilose. Elas apresentam menor versatilidade catalitica do que as endoxila-
nases da Familia 10 e os produtos de hidrélise liberados pela acao desta classe de enzimas
contém fragmentos de xilo-oligossacarideos maiores, os quais podem ser hidrolisados por
beta-xilosidases da Familia 10 [38] 39].

A estrutura tridimensional de algumas endoxilanases fungicas da Familia 11 foram
reportadas, como as de Trichoderma harzianum [34, [40, 41]. A estrutura tridimensional
dessas enzimas consiste de um dominio unico de folhas 3 antiparalelas organizadas de uma
forma regular e uma tnica a-hélice. A estrutura dessas enzimas se assemelha a uma mao
semi-aberta onde as folhas $-11 e $-12 se encontram organizadas formando o “polegar”

e a folha [3-3 encontra-se perpendicular a estas, formando a “palma” da mao. O sitio de
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Familia 7

Familia 10

Familia 11 Familia 43

Figura 1.6: Estrutura representativa das familias de glicosidio hidrolases [29] (a) Estrutura de uma
enzima da familia 5, XynA, de Erwinia chrysanthemi (Cédigo PDB INOF) [30]; (b) Estrutura da familia
7, Trichoderma reesei (cédigo PDB 1EG1) [31]; (c) Estrutura da familia 8, pXyl, Pseudoalteromonas
haloplanktis (cédigo PDB 1H12) [32]; (d) Estrutura da familia 10, Streptomyces lividans (cédigo PDB
1XAS) [33]; (e) Estrutura da familia 11, endoxilanase de T. reesei (cédigo PDB 1EXN) [34]; (f) Estrutura
da familia 43, a-L-arabinase de Cellvibrio japonicus (c6digo PDB 1GYH) [35].

ligacao ao substrato se situa na cavidade formada entre o “polegar” e a “palma”. A tnica
estrutura do tipo hélice (a-hélice) se localiza na parte superior da “palma” no lado oposto
a cavidade do sitio catalitico [42, [43].

Os residuos de aminoacidos conservados entre as endoxilanases da Familia 11
incluem os dois residuos cataliticos de acido glutamico descritos por Wakarchuk e colabo-
radores [44] e localizados em lados opostos da cavidade da “palma”. Foi descrito também
um conjunto conservado de residuos aromaticos (triptofano e tirosina) que se situam den-

tro da cavidade e que estao envolvidos na ligacdo ao substrato |42, [43]. O sitio catalitico
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acomoda uma cadeia de cinco a sete unidades de xilopiranose. Vardakou e colaboradores
[45] descreveram uma endoxilanase de Neocallimastiz patriciarum pertencente a Familia
11 que contém um tnico dominio composto de 14 folhas § antiparalelas formando uma es-
trutura concava, uma a-hélice unindo as folhas 5-13 e 5-14 e trés a-hélices entre §-6 e 5-7
(Figura [1.7). No centro do sitio ativo estao dois residuos cataliticos, Glu 113 (nucleéfilo)

e Glu 201 (4acido-base), localizados nas fitas -9 e $-14, respectivamente.

Figura 1.7: Estrutura tridimensional da endoxilanase NpXyn11A, de N. patriciarum. O N-terminal da
proteina é representado em azul e o C-terminal em vermelho [45].

1.4.2 Celobiohidrolases

Estruturalmente, celobiohidrolases (CBHs), em geral, possuem dois dominios fun-
cionalmente distintos: um dominio de ligagao a celulose (CBD) e um dominio com ativi-
dade catalitica, sendo os dominios conectados por uma regiao flexivel [I8] [19, 13] como
mostrado na Figura (1.8

Embora os dominios de ligagao a celulose nao sejam essenciais para a atividade ca-
talitica, eles modulam a ligacao especifica das enzimas em substratos celuloliticos soltuveis
e insoluveis. O CBD se liga na celulose cristalina enfraquecendo as ligagoes de hidrogénio

entre as microfibrilas, ajudando na separagao das mesmas e na progressao da enzima.

11
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(a) Dominio Catalitico
e

hinge

CBD ® s ()

Complexagao

Reconhecimento inicial

>

Processo ciclico

Figura 1.8: Imagem esquemética dos dominios cataliticos das CBH’s T e II conectado hinge flexivel
(adaptada de [13]).

As enzimas que possuem o CBD apresentam maior afinidade por substratos insoluveis,
principalmente celulose cristalina, mas em substratos soluveis a falta do CBD nao afeta
a atividade enzimaética [46], 47].

No caso da estrutura tridimensional das CBHs I, o dominio catalitico ja foi eluci-
dado para CBHs de diferentes fungos como Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysospo-
rium e Talaromyces emersonii, e foi possivel verificar que existe similaridade na estrutura
deste dominio [48]. A estrutura do dominio catalitico da CBH I de T. reesei, da CBH
IB de T. emersonii e da CBH (CEL7D) de P. chrysosporium, consiste de duas folhas
beta (folhas ) antiparalelas dispostas frente a frente formando uma estrutura do tipo
p-sanduiche, quatro a-hélices e longas alcas conectando as fitas 5 [49] 48, 50]. As duas
folhas 8 formam uma superficie concava e outra convexa, que contém sete e oito fitas (3
antiparalelas, respectivamente (Figura. As alcas que conectam as fitas # formam um
tinel de aproximadamente 50 A, que representa o sitio ativo, onde o substrato da celulase
é acomodado. A presenca dessas algas na estrutura das CBHs é a principal diferenga entre
a estrutura do sitio ativo das CBHs e endoglicanases (EGs), que possuem o sitio ativo em
forma de fenda [49, 48] (Figura [1.10)).

Apesar da alta similaridade entre os dominios cataliticos das CBHs do tipo I,
existem diferencas quanto a estrutura geral dessas enzimas. A celobiohidrolase Cel7A
de T. reesei apresenta o dominio catalitico e o CBD [49], enquanto que a CBH IB de T.
emersonii apresenta somente o dominio catalitico [48]. A enzima CBH IB de T. emersonii

também apresenta o sitio ativo na forma de tinel porém com uma abertura maior que
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Figura 1.9: Estrutura tridimensional do dominio catalitico da CBH I do fungo T. reesei [49]. Vi-
sualizacao das duas folhas 8 antiparalelas, quatro a-hélices e alcas conectando as fitas 5. As folhas (8
formam uma superficie concava e outra convexa, e as algas que conectam as fitas 8 formam um tinel
caracteristico das celobiohidrolases I (c6digo PDB 1CEL).

da Cel7A de T. reesei, o que tem sugerido que esta estrutura do sitio ativo seja uma
adaptacao para permitir que cadeias de oligossacarideos menores tenham mais acesso ao
sitio ativo [48)].

A estrutura do dominio catalitico das CBHs I apresenta diferencas quando com-
parada a do dominio das celobiohidrolases IT j& determinadas [49]. A estrutura do dominio
catalitico da CBH II de T. reesei consiste de um dominio tinico, em que sete fitas 5 estao
arranjadas em estrutura de barril e as seis primeiras fitas sao conectadas por a-hélices,
sendo que a conexao entre a sexta e a sétima fita é irregular. A estrutura de barril jun-
tamente com as alcas formam um tinel fechado de aproximadamente 20 A, duas vezes

mais curto que o tinel da CBH I [I8].

1.5 O fungo Humzicola grisea var. thermoidea

Existe uma grande variedade de microrganismos envolvidos na producao de celu-
lases e endoxilanases tais como fungos e bactérias aerdbias e anaerébias [52, [53].

Fungos do género Humicola se destacam na producao de celulases e endoxilana-
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Figura 1.10: Representacgao do sitio ativo de uma celobiohidrolase e de uma endoglicanase [51] A. Sitio
ativo em forma de tinel de uma celobiohidrolase (cédigo PDB 1BVW). B. Sitio ativo em forma de fenda
de uma endoglicanase (c6digo PDB 1TML).

ses capazes de degradar substratos lignoceluloliticos. A maioria dos trabalhos descritos
inicialmente sobre o género Humicola trata da capacidade de degradacao da celulose e
hemicelulose apresentada por algumas de suas espécies como H. grisea [54, 55, [56].

Em 1982, Chaves [57] isolou uma linhagem de fungo celulolitico que produzia ce-
lulases em altas temperaturas, que foi classificado como Humicola grisea var. thermoidea.
Este fungo, isolado de compostagem do solo brasileiro, apresenta crescimento étimo entre
40 e 42 °C e producao significativa de enzimas lignoceluliticas ativas a temperaturas entre
20 e 50 °C, além de ser um fungo aerdbico.

Virias andlises ja foram realizadas com o género H. grisea, dentre as quais: es-
tudo da indugao da produgao de celulases por substratos lignoceluliticos [58], purificagao
e caracterizagao bioquimica das enzimas secretadas [59], caracterizagao dos genes que co-
dificam as enzimas celuloliticas [60], [61] e expressao heter6loga dos genes que codificam
as enzimas [61], 62 63, 64]. Mas, até o momento, nao ha relato na literatura cientifica

estudos estruturais de enzimas chave do fungo H. grisea var. thermoidea.

1.6 Sistema celulolitico do fungo H. grisea

Em trabalhos desenvolvidos por De Paula [58, 65] e colaboradores foi demons-
trado que quando o fungo H. grisea é cultivado na presenca de glicose ocorre a repressao

da producao de celulases, entretanto, quando o mesmo ¢ cultivado em substratos lignoce-
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luldsicos a producao de celulases é altamente estimulada.

Em trabalho realizado por Azevedo e colaboradores [66] foi identificado dois genes
de celobiohidrolases do fungo H. grisea, o primeiro foi descrito como uma celobiohidrolase
cbhl.1 e posteriormente o segundo gene foi analisado por Pogas-Fonseca e colaboradores
(1997) e descrito como o segundo gene de celobiohidrolase (cbh1.2). O gene cbhl.1 possui
3,5 kpb e codifica uma celobiohidrolase (CBH1.1) com massa molecular de 55 kDa, sendo
constituida de um dominio catalitico e um dominio de liga¢ao a celulose (CBD), e apre-
senta 60% de identidade com um gene de celulase de T. reesei. O gene cbhl.2 possui 5,0
kpb e codifica uma celobiohidrolase (CBH1.2) com massa molecular de aproximadamente
47 kDa e é constituida apenas pelo dominio catalitico.

Quando o fungo H. grisea é cultivado em bagaco de cana-de-agiicar e BMS (Ball-
Milled Straw — Palha de cereal moida) ocorre a secrecao de um complexo de enzimas
hidroliticas, e entre estas enzimas foi identificada uma proteina de aproximadamente 47
kDa, 451 residuos de aminoacidos e pl de 5,27, que representa a principal proteina secre-
tada pelo fungo sob o cultivo em substratos lignocelulésicos [58]. Anélises da sequéncia de
aminoacidos demonstram que esta proteina corresponde ao produto do gene cbh1.2, sendo
entao chamada de CBH1.2 (EC 3.2.1.91). A proteina CBH1.2 predita apresenta alto grau
de identidade sequencial (aminodcidos) com celobiohidrolases fungicas da familia 7 das
glicosil hidrolases.

A CBH1.2 do fungo Humicola grisea var. thermoidea apresenta atividade contra
papel de filtro, carboximetil celulose(CMC) e celulose microcristalina (Avicel), demons-
trando tratar-se de uma celulase bifuncional que atua como endoglicanase e celobiohidro-
lase j& que a mesma atua contra substratos soliveis (CMC) e insoluveis (Avicel).

O cDNA correspondente ao gene cbh1.2 (¢cDNA /cbh1.2) do fungo H. grisea, con-
tendo o seu proprio peptideo de sinal, foi expresso na levedura P. pastoris, utilizando o

vetor de expressao pHIL-D2 da Life technologies [67].

1.7 Sistema xilanolitico do fungo H. grisea

A maioria das endoxilanases comerciais sao enzimas mesofilicas produzidas pelos

fungos filamentosos Trichoderma reesei e Aspergillus niger. Este processo reflete bem o
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fato de que fungos filamentosos sao excelentes secretores de proteinas e podem produ-
zir enzimas em altas quantidades para aplicagoes industriais. Entretanto, endoxilanases
fiangicas podem nao ser eficientes em condi¢oes nas quais altas temperaturas sejam ne-
cessarias. Consequentemente, enzimas de microrganismos termofilicos tém se destacado
devido ao seu emprego em diferentes setores industriais.

Nos estudos realizados por Faria e Moraes e colaboradores [68, 61] foi descrito que
o fungo H. grisea produziu um complexo enzimatico com atividade xilanolitica quando
crescido em varios substratos como: BCA (Bagago de cana de agucar), farelo de cereal
BMS, sabugo de milho, farelo de trigo além de substratos menos complexos como a xilana
“oat-spelt” (Sigma®)) e xilana “birch-wood” (Sigma ®)). Quando o fungo foi cultivado
em BMS e BCA foram detectadas trés bandas de atividade xilanolitica por ensaio de
zimograma, correspondendo a proteinas com massa molecular aproximada de 23, 25 e 35
kDa.

Em trabalho realizado por Faria [68] foi clonado e caracterizado um dos genes de
endoxilanase do fungo H. grisea, o gene Hxyn2. A sequéncia de residuos de aminoacidos
deduzida da proteina HXYN2 apresentou alta identidade com endoxilanases fungicas da
Familia 11 como XYNI1 do H. insolens (97,8%) [69] e XYL1 do C. carbonun (63,5%)
[70]. A predicao da sequéncia de aminoédcidos de HXYN2 descreve uma proteina com
227 residuos de aminodcidos, massa molecular estimada de 23 kDa e pl 8,0 [61]. Com
objetivo de produzir, purificar e caracterizar a endoxilanase HXYN2, o gene Hxyn2 foi
expresso na levedura P. pastoris. Para a expressao heterdloga o cDNA correspondente ao
gene (cDNA-xyn2) foi clonado no vetor de expressao pHILD2 (pHILD2-xyn2) e a enzima

HXYN2 recombinante foi secretada como uma endoxilanase ativa de 23 kDa [71].

1.8 Expressao heterdéloga em Pichia pastoris

Um dos organismos eucariotos amplamente utilizados para a expressao de proteinas
heterdlogas é a levedura metilotréfica Pichia pastoris. A mesma possui propriedades fa-
voraveis como: altos niveis de expressao sob o controle do promotor derivado do gene
AOX1 que permite a transcrigao dos produtos génicos a ele fusionados sob a regulagao

de metanol e integracao do cassete de expressao no genoma da levedura de forma estavel
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[72].

Além disso, a levedura também possui padrao de glicosilacdo compativel com
células eucarioticas, integragao de varias cépias do gene heterdlogo no cromossomo, se-
crecao de altos niveis de proteinas heterdlogas, alta taxa de crescimento e facilidade de
aumento de escala na producao [73], 74} [75, [76), [77].

Por ser um microrganismo eucarioto, este modelo de expressao faz com que
proteinas que necessitem de modificagoes pos-traducionais possam ser sintetizadas con-
servando sua estrutura, possibilitando a utilizacao destas proteinas recombinantes em
vérios segmentos [7§]. Essas modificagdes podem ser, por exemplo, formagao de pontes
de dissulfeto, dobramento correto da proteina recombinante, e glicosilagao [72, [79)].

Devido a esses fatores citados acima, P. pastoris tornou-se uma hospedeira de uso
industrial, e varios genes foram clonados e expressos utilizando este microrganismo [80].
Baseado em pesquisas do banco de dados PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),
a utilizacao de P. pastoris para a expressao de proteinas heterdlogas aumentou de 4% a

17% do total de 1995-2009 [81].

1.8.1 Clonagem em Pichia pastoris

Uma das caracteristicas importantes comuns a todos os vetores de expressao em
P. pastoris, é que a expressao do gene que codifica a enzima recombinante esta sob o
controle do promotor do gene da enzima &dlcool oxidase (AOX). A expressao da AOX é
induzida na presenca de metanol e reprimida na presenca de glicose ou glicerol. A enzima
AOX é codificada por dois genes distintos: AOX1 e AOX2 [82]. Em células expostas ao
metanol como unica fonte de carbono, o inicio da transcricao a partir do promotor de
AOXI1 é altamente eficiente [83] e comparavel aos promotores dos genes expressos da via
glicolitica. O promotor de AOX1 é controlado pela fonte de carbono adicionada ao meio
de cultura. A indugao da producao de proteinas heterdlogas pela P. pastoris é facilmente
obtida em todas as escalas, desde frascos até fermentadores [84].

A integracdo do vetor de expressdao no genoma da levedura P. pastoris pode
ocorrer via recombinacao homologa quando o vetor de expressao contém regioes que sao
homologas no genoma de P. pastoris e, portanto, a integracao pode ocorrer através da

inser¢ao do gene ou substituicao (Figura A, B e C). A integragao pela inser¢ao do
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Figura 1.11: Integragao no genoma de P. pastoris, por inser¢ao (A e B) e por substituigao do gene (C).
A figura apresenta como exemplo o gene de interesse. (Adaptado de [79]).

gene pode resultar em varios eventos de integragao de multiplas copias a uma taxa de
1-10% dos transformantes [85]. As integragoes que ocorrem pela substituigdo do gene
alvo, geralmente resultam em transformantes de cépia unica que sao, geralmente, mais
estaveis geneticamente [77, 85].

O primeiro passo quando se objetiva produzir uma proteina recombinante, ¢é
considerar se a proteina serd intracelular ou extracelular. A levedura P. pastoris tem

sido usada tanto para a obtencao de proteinas recombinantes intracelulares quanto para
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Tabela 1.2: Exemplos de proteinas de fungos expressas em P. pastoris.

Fungo Proteina Niveis de | Formas de
€expressao | expressao
Aspergillus awamori glucoamilase 400 mg/1 Secretada
Aspergillus fumigatus catalase 2,3 g/l Secretada
Aspergillus fumigatus dipeptidil peptidase V 0,15 mg/1 Secretada
Aspergillus niger fitase (phyA) 65 U/ml Secretada
Candida guilliermondii xilose redutase (zyll) 0,65 U/mg | Intracelular
Candida guilliermondii xilose redutase (zyll) 0,18 U/mg | Secretada
Candida rugosa lipase 1 (CRL) 150 U/ml | Secretada
Fusarium solani Pectato liase (pelC) 1 mg/1 Secretada
Rhizopus oryzae lipase 60 mg/1 Secretada
Saccharomyces cerevisiae invertase 2,5 g/l Secretada
Saccharomyces cerevisiae a-1,2-mannosiltransferase | 40 mg/1 Secretada
Trichoderma harzianum L-(1-6)-glucanase 9,3 mg/1 Secretada
Aliciclobacillus acidocaldarius Tiorredoxina 0,9 g/1 Secretada
Hansenula fabianii fitase 23 g/l Secretada
Paecilomyces thermophila B-1,3-1,4-glucanase 9,1 g/l Secretada

proteinas secretadas (Tabela [1.2)). Essa escolha depende da proteina a ser expressa. Se,
por exemplo, a proteina alvo nao é secretada no seu sistema nativo, entao induzir a
proteina a passar pela via de secrecao pode resultar na alteracao desta por glicosilacao

e/ou a falta de outras modifica¢oes pds-traducionais que podem ser essenciais.

1.8.2 Vetores de Expressao

Existem muitos vetores comercialmente disponiveis que podem ser usados para
a expressao de genes heterélogos em P. pastoris. Os vetores geralmente sao do tipo
integrativo. Vetores de expressao para P. pastoris, como pHIL-D2 e pPIC9, contém o
gene funcional histidina desidrogenase (HIS4), que é usado como um marcador de selegao
auxotréfica dos transformantes.

A levedura P. pastoris secreta poucas proteinas enddégenas, fazendo com que a

purificacao da proteina recombinante a partir do sobrenadante de cultura se torne uma

tarefa relativamente simples.
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1.8.3 Linhagens de Pichia pastoris

Um dos problemas do sistemas de expressao em P. pastoris é a protedlise das
proteinas de interesse. Entretanto, algumas solucoes para esse problema tém sido relata-
das, por exemplo, a utilizagao de linhagens deficientes em proteases [76].

As células da linhagem GS115 de P. pastoris sao deficientes na sintese de his-
tidina pois o gene que codifica a enzima histidina desidrogenase (HIS4) é mutado e as
células transformadas sao selecionadas pela capacidade de crescer em meio de cultura sem
histidina.

As células da linhagem SMD1168 de P. pastoris, também sao deficientes na sintese
de histidina (HIS4). Além disso, estas sao deficientes na sintese da enzima vactiolo pep-
tidase A (pep4) que é responsavel pela ativacao da carboxipeptidase Y e protease Bl e,

portanto, a SMD1168 ¢é deficiente na sintese destas proteases [86].

1.8.4 Producao de proteinas recombinantes em Pichia pastoris

em frasco

A levedura P. pastoris é capaz de secretar altos niveis da proteina recombinante,
o produto secretado pode compreender mais de 40% da proteina total no meio de cultura.
A correta secrecao da proteina heterdloga depende de fatores, tais como o reconhecimento
da sequencia do peptideo sinal, do correto processamento pos-traducional e a minimizacao
da agao de proteases extracelulares da levedura [87]. A produgao de proteinas heterélogas
pela P. pastoris depende de fatores como: densidade celular inicial, concentracao de
metanol, concentracao de fonte de nitrogénio no meio, taxa de oxigénio dissolvido e pH
do meio de cultura.

A producao das enzimas recombinantes CBH1.2 e HXYN2 pela levedura P. pas-
toris em frasco foi optimizada utilizando o meio de cultura BMMY-U (secao por
Carvalho e colaboradores [88] e por Oliveira e colaboradores [67].

Para a producgao da enzima CBHI1.2r utilizou-se a densidade celular inicial de
10, meio contendo 1% de metanol e 2,34% de fonte de nitrogénio, produgao por 96 h de
cultivo [67].

Para a producao da enzima HXYN2r, empregou-se densidade celular inicial de
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20, meios de cultura contendo 1% de metanol e 2,34% de fonte de nitrogénio, cultivo por

96 h [88].
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Capitulo 2

Fundamentos cristalograficos

2.1 Producao (In House) de raios X

Os raios X sao produzidos apds a desaceleracao rapida de elétrons que contenham
energia cinética suficiente. A radiagdo é produzida num tubo de raios X (Figura
contendo uma fonte de elétrons e dois eletrodos de metal. A alta voltagem, mantida entre
os eletrodos, cria um campo elétrico de grande magnitude, que acelera os elétrons a uma

velocidade muito alta. [89]

g i
fotons raios X ¥
Figura 2.1: Representagio de um tubo de raios X.

Quando esses elétrons atingem o alvo, elétrons ligados as camadas internas dos
atomos do alvo sao arrancados e liberados na forma de fotoelétrons, fazendo com que haja
uma vacancia nessas camadas dos atomos. Para ocupar os niveis de energia vagos deixado
por esse elétron, outro elétron de uma camada mais externa passa a camada em questao,
liberando energia na forma de um féton de raio X (Figura . A energia desse foton
corresponde a diferenga de energia entre as duas camadas. Os raios X sao produzidos no

ponto de impacto e irradiados em todas as direcoes. Sendo e a carga do elétron (1,6.1071°
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C) e V a voltagem entre os eletrodos, a energia cinética é dada pela equacao:

Fotoslétran ~Féton de Raio X
. " K
K4
eletron
altamerte
energetico

Figura 2.2: Representacio esquematica da producio de raios X.

K=eV =7 mv? (2.1)

1
2
onde m é a massa do elétron (9,11.1073'kg) e v é sua velocidade, no momento do impacto.

Para um tubo com uma voltagem de 30 kV, por exemplo, esta velocidade é cerca de um

tergo da velocidade da luz. Logo, sua energia cinética (K) sera:

1 1 108 2
K=eV= 5mv2 = 5(9,11.10*31/<g). (%) ~4,6.1071°J ~ 29000 eV (2.2)

A maior parte da energia cinética dos elétrons que se chocaram com o alvo é con-
vertida em calor e somente cerca de 1% é transformada em raios X. Os raios X produzidos
pelo alvo possuem uma mistura de diferentes comprimentos de onda ().

Nem todo elétron é desacelerado da mesma forma, alguns sao parados em um
impacto, perdendo toda sua energia de uma vez, outros sao desviados deste caminho
pelos atomos do alvo, perdendo sucessivamente fracoes de sua energia cinética total. Os
elétrons que sao parados em um impacto dao origem a fotons de energia maxima, isto é,
a raios X de comprimento de onda minimo (ja que a energia é inversamente proporcional
ao comprimento de onda). Por meio do comprimento de onda, podemos encontrar qual a
frequéncia (v) dos raios X, uma vez que a frequéncia da onda ¢é definida como sendo:

UV =

5 (2.3)

A partir da frequéncia da onda, pode-se encontrar o valor da energia transportada

por esta onda, considerando o postulado de Planck de que atomos oscilando em uma
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frequéncia v, s6 podem absorver ou emitir energia em valores de multiplos inteiros de um

“quantum” de energia, ou seja, utilizando a equacao:

E=hv (2.4)

onde h é a constante de Planck, com valor igual a 6,63 . 1073* m? kg/s.
Logo para os raios X (que possuem comprimento de onde da ordem de 1071% m,

tem-se:

3.108
'10-10

E=hv= h% = (6,63.1073%) ~2.107"°J ~ 12400 eV (2.5)

Tais elétrons, possuem energia cinética K=eV, e transferem-na em sua totalidade

para o féton, assim pode-se escrever:

_ 6,63.10734.3.108 1010 L ~ 12400 A

A = hc __ hc — 1
min 1,6.10-19 v v

he he 1
eV eV

Esta equagao nos dé o Ay, (limite minimo de comprimento de onda), em angstrons,
em func¢ao da voltagem V aplicada. Se compararmos com o valor calculado anteriormente

para o tubo submetido a 30 kV, teremos:

o~ 12,410%
Amin & 30000 ~ 0,4 A

Substituindo esse comprimento de onda na equagao ([2.5)) tem-se:

E=hS=66310"% 3100 ~ 4,97.1071°J ~ 31000 eV (2.6)
AT '0,4.10-10 T T '

Se um elétron nao é freado completamente em um choque, sua energia decresce
parcialmente, entao somente uma fracao de sua energia é emitida como radiagao e o foton
produzido tem energia menor que hv,,.. Em termos do movimento da onda, os raios X
correspondentes tém uma frequéncia inferior a v,,,, € o comprimento de onda maior que
Amin- A totalidade destes comprimentos de onda, acima de Ap;,, constituem o espectro
continuo. A Figura [2.3] mostra os tipos de curvas obtidas para um tubo de raios X
utilizando um alvo de Molibdénio quando se altera o potencial aplicado V.

A intensidade é zero abaixo do comprimento de onda minimo (\,;, = Small Wave-

lenght = SWL), aumenta rapidamente para um maximo e entao decresce mais lentamente,
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characteristic
| radiation
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Figura 2.3: Espectro do Molibdénio.

tendendo para zero. Trataremos agora das curvas “lisas” da Figura [2.3] estas correspon-
dem a aplicagao de voltagens até 20 kV no caso de um alvo de molibdénio. A radiacao
representada por essas curvas é chamada de policromatica e continua, ou radiacao branca.
A radiacao branca é também chamada bremsstrahlung, que vem do alemao “radiacao de
frenamento”, por que ela é causada pela desaceleracao dos elétrons.

Quando a voltagem no tubo de raios X é aumentada até um certo valor critico,
especifico para cada alvo metalico, linhas estreitas de intensidade maxima aparecem em
certos comprimentos de onda, superposto no espectro continuo. Essas linhas sao chamadas
de linhas caracteristicas. As linhas mais importantes sdo as linhas K(Figura [2.3)).

Existem varias linhas K, entre elas Kay, K a2E| e Kf1, cujos comprimentos de
onda sdo 0,709 A, 0,713 A ¢ 0,632 A respectivamente. As linhas Kay sdo duas vezes
mais intensas que as linhas Ka,, e em média cinco vezes mais intensas que as linhas K(;.
Para o molibdénio, a voltagem critica é de 20 kV o que explica porque estas linhas nao
aparecem nas curvas com voltagens menores na Figura[2.3] A partir da voltagem limite,
o aumento da mesma, s6 causa o aumento na intensidade destas linhas.

A intensidade de uma linha caracteristica é dada por:

linhak = BI(V — V)" (2.7)

onde B é uma constante, I é a corrente, V' a voltagem aplicada, Vk a voltagem carac-

LA diferenca entre as linhas Kay e Koo vem de fatores devidos ao acoplamento spin-érbita.
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teristica do material, e n é uma constante com valor préximo de 1,5 [89].

Basicamente, a diferenca entre as linhas Ka e K[ existe devido a sua origem,
as linhas K« se referem a radiacao emitida pelos elétrons que transicionaram da camada
atomica L para a camada K, enquanto que as linhas K se devem aos elétrons que

transicionaram da camada M diretamente para a camada K (Figura [2.4)).

hd

i
>

Eletron arrancado
da camada K

d
Eletron incidente

Figura 2.4: Transigoes atomicas e emissdo de raios X.

Quando raios X encontram qualquer tipo de matéria, sao em parte absorvidos.
Logo, quando um feixe de raios X, tendo intensidade incidente lo, atravessa um objeto

de espessura z, a intensidade transmitida sera dada por:

| = l,e " (2.8)

onde pu € o coeficiente linear de absorgao e depende da substancia irradiada, sua densidade
e do comprimento de onda dos raios X incidentes. Este coeficiente é chamado de linear
pelo fato de ser linearmente proporcional a densidade do material (p), logo a razao u/p é
uma constante e chamada de coeficiente de absor¢ao de massa [89].

Para garantir que o tubo de raios X contenha apenas os comprimentos de onda das
linhas caracteristicas, filtros sao utilizados nas “janelas” de saida dos raios para bloquear

os comprimentos de onda indesejados [}|

2Monocromadores possuem uma estrutura mais complexa do que a aqui citada, aqui enfatizamos
apenas a sua finalidade
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2.2 Difracao de raios X

Dentre as caracteristicas dos raios X, estamos mais interessados em sua
capacidade de difracao. A difracdo é um fenomeno ondulatério que ocorre quando uma
onda passa por um orificio ou contorna um objeto cujas dimensdes sejam da mesma
ordem de grandeza de seu comprimento de onda. A difragdo entao esta relacionada com
a interacao de uma onda com um obstaculo, ou quando encontra um orificio através do
qual possa atravessar o obstaculo. A onda entdo toma diferentes caminhos (diferentes
trajetérias), cujos comprimentos totais podem variar. Da variacdo dos comprimentos
totais atravessados, diversas ondas oriundas da original acabam por se recombinar ao
passar por um dado ponto do espacgo. Isso pode ser descrito em termos do principio de
Huygens, que afirma que pode-se perceber que cada ponto localizado na frente de onda
se comporta como uma nova fonte pontual de emissao de novas ondas esféricas, que ao se

somarem formarao uma nova frente de onda e assim sucessivamente (Figura [2.5)).

Legenda

Fonte primaria
do movimento

o Fontes secundarias
do movimento

) Frente de onda

Ondas produzidas
pelas fontes secundarias

/ Direcdo de propagacio

Figura 2.5: Principio de Huygens.

Ao passarem por esse ponto do espaco, as ondas difratadas de uma mesma origem,
tem a mesma fase e por isso podem se superpor umas com as outras naquele ponto. O
resultado disso varia entre dois extremos: num caso, num dado ponto, um maximo de
amplitude se combina com um minimo, produzindo uma anulacao parcial ou total da
amplitude da onda. Por outro lado, quando dois ou mais maximos se encontram, a
amplitude observada é maior.

Para a luz visivel, pode-se utilizar a chamada rede de difracao para “dividir”
o feixe de onda incidente em varios outros que irdo se superpor entre si. Esta rede é
formada por uma superficie reflexiva ou transparente em que se marcam varios sulcos,

bem proximos uns dos outros (décimos ou centésimos de milimetro, pois o comprimento
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de onda da luz é da ordem de 5.10""m).

Neste ponto, é interessante parar e analisar os aspectos ondulatérios e corpuscu-
lares dos raios X, tais como:

- velocidade de propagacao igual a 300.000 km/s no vécuo;

- comprimento de onda da ordem de 107'° m, ou seja, da ordem de Angstrom;
(os raios X utilizados em difracao tem comprimento de onda entre 0,5 e 2,5 A).

Por conseguinte os raios X ocupam a regiao entre os raios gama e os raios ultra-
violeta no espectro eletromagnético completo.

Para o caso de raios X, esse tipo de interacao ocorrera se utilizarmos uma “rede”
que tenha “orificios” ou obstaculos da ordem de 107!° m, que é exatamente a ordem
de grandeza da separacao entre os atomos. Logo, pode-se utilizar um sélido que seja
ordenado o suficiente para agir como uma rede de difragao, e é neste ponto que devemos

entrar no conceito de cristais.

2.3 Cristais

Podemos, numa definicao simples e concisa, dizer que cristais sao arranjos de
uma unidade basica cuja estrutura se repete numa forma periddica tridimensional de

longo alcance.

Figura 2.6: Cristal de quartzo.

Desde o século XVI, mineralogistas ja notavam que ao quebrar um cristal, os
pedacos mantinham sempre a mesma forma do cristal inicial. Em 1669, Nicolas Steno

demonstrou que os angulos entre as faces de um dado cristal sao sempre constantes,
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consequencia do ordenamento interno de uma unidade bésica. Na Figura pode-se
notar que o angulo entre as faces do cristal se mantém constante em seu interior. Esta
base, possui toda a informagcao estrutural do cristal necessaria para a construcao do cristal.
Observe que nessa construcao, é necessario descrever como essa base se distribui no espaco.
Para isto, utilizamos de operagoes para descrever o arranjo periodico cristalino.

Em termos de simetria, imagens como as das Figuras (A) e (B), possuem
caracteristicas similares a de um cristal, pois apresentam uma periodicidade, neste caso
a primeira através de rotacoes de 180 graus em torno do eixo que passa pelo centro da

figura e na segunda através de translagoes em trés dimensoes.

Figura 2.7: (A) Obra de Maurits C. Escher simbolizando simetria. (B) Construgao por translagao
tridimensional.

Essas operagoes utilizadas para descrever o arranjo periddico cristalino, recebem

o nome de operagoes de simetria, e elas podem ser:
- Rotacao em torno de um eixo, simbolizada pelo niimero n definido como send(ﬂ:
360

_ 2.9
5 angulo de rotagao (2.9)

- Inversao, que indica uma inversao da figura em relagao a um ponto. Um exemplo
de inversao é mostrado na Figura 2.8

- Reflexao, ou espelho, que é a reflexao da imagem por um plano, exemplo na

Figura [2.9]

3Note que a operacdo para n=1, ou seja com angulo de rotacdo igual a 360 graus, existe para todos
os cristais e é denominada por identidade.
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Figura 2.8: Operacio de inversdo em torno de um ponto.

Figura 2.9: Imagem de um arabesco gerado por reflexao.

Note que as operacoes do tipo inversao e espelho sao operagoes improprias, ou
seja, operagoes que trocam a quiralidaddﬂ do objeto. O conjunto dos elementos de simetria
que descrevem um objeto definem o que denominam de Grupos de Ponto (em cristalografia
os grupos de ponto sdo aqueles descritos por simetrias de ponto fixo). Existem apenas 32
grupos de ponto possiveis, estes sao mostrados na Tabela .

Pode-se construir também os chamados Grupos de Espaco, que sao gerados a
partir da combinacao dos elementos de simetria de ponto fixo com simetrias translacionais.

Essas combinacoes de operagoes de simetria, também geram operagoes de sime-
tria como o eixo helicoidal ou planos de deslizamento. Chamamos de eixo helicoidal a
combinagao de uma rotacao e uma translacao este também é chamado comumente de
parafuso ou roto translacao (ou pelo seu nome em inglés screw axis). A combinagao entre
uma reflexdo e uma translacao é chamada de plano deslizante ou plano de deslizamento

(ou glide plane).

4A quiralidade é uma propriedade de assimetria importante em vérios ramos da ciéncia. Um objeto
ou um sistema é quiral se nao pode ser sobreposto a sua imagem especular. Um objeto quiral e a sua
imagem especular sao designados enantiomorfos ou, quando referindo-se a moléculas, enantiémeros.

5H4 materiais que desenvolvem polarizacdo mesmo na auséncia de campos, tais materiais sdo desig-
nados por polares, sendo esta propriedade determinada exclusivamente pela estrutura cristalina. Apenas
10 das 32 classes de cristais exibem comportamento polar (marcados com * na Tabela , esse grupo
coincide com aquelas classes que nao tém centro de simetria.
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Tabela 2.1: Os 32 grupos grupos de ponto.

Sistema cristalino Centrossimétrico Nao-centrossimétrico | Nao-centrossimétrico
Nao-enantimorfo Enantimorfo

Triclinico 1 — 1*
Monoclinico 2/m 2 =m* 2%
Ortorrombico 2/m 2/m 2/m (mmm) mm2* 222
Tetragonal 4/m 2/m 2/m (4/mmm) 4mm™*, 4m2 422
4/m 4 4%

Trigonal 32/m (3m) 3m* 32 = 322
3 — 3*
Hexagonal 6/m 2/m 2/m (6/mmm) 6mm™*, 62m 622
6/m 6=3/m 6*

Ciibico 2/m 3 (m3) — 23 = 332
4/m 3 2/m (m3m) 43m 432

Tabela 2.2: Elementos de simetria (nomeclatura de Hermann-Mauguin).

Elementos de Simetria Simbolos Hermann-Mauguin
Eixo de simetria de rotagao 1, 2, 3, 4 ou 6.
Eixo de simetria de inversao rotatoria 1,2,3,4,6
Plano de simetria ou plano de reflexao m
Fixo de roto translacao 21, 31, 35, 44, 45, 43, 64, 65, 63, 64, 65
Plano de deslizamento a, b, ¢, n, d

As operagoes com elementos de simetria de roto translagao possiveis sao 21, 31,
35, 44, 45, 43, 61, 65, 63, 64, € 65 onde o primeiro nimero esta relacionado ao angulo de
rotagao e o numero subscrito com a fragao do parametro de rede na diregao a qual serd
efetuada a translacao.

Ja as operacoes de planos de deslizamento ocorrem paralelamente aos eixos que
definem o cristal tendo como simbolos a, b, ¢, ou n, quando ocorrem paralelos a quaisquer
das diagonais do cristal.

Usualmente, em cristalografia utiliza-se a nomeclatura de Hermann-Mauguin para
simbolizar esses elementos de simetria. (Tabela

Os Grupos de Espaco cristalograficos constituem-se do conjunto de operagoes de
simetria que descrevem o objeto espacialmente. Existem 230 grupos de espacgo, que nao
serao mostrados aqui por serem muito numerosos e visto que pouco acrescentariam para
este trabalho.

Tendo em vista sua caracteristica simétrica, os cristais podem ser divididos em

fragmentos menores que carregam informacao sobre sua estrutura, e operagoes de simetria,
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logo, podemos falar sobre a célula unitaria. A célula unitaria é definida como sendo a
menor unidade que possui toda a simetria do cristal (Esta informagao é muito importante,
pois diferencia a célula unitaria da unidade assimétrica, que é a menor parte do cristal
que é repetida, porém nao leva necessariamente a informacao sobre seus elementos de
simetria).

Através das operagoes de simetria contidas na célula unitaria pode-se definir sete
sistemas cristalinosﬁ: cibico, tetragonal, ortorréombico, romboédrico (ou trigonal), hexa-
gonal, monoclinico e triclinico. A diferenca entre esses sistemas pode ser vista através
de seus parametros de rede, que sao definidos na célula unitaria como sendo o compri-
mento dos seus eixos (a, b, ¢), e os angulos existentes entre eles (a, 3, v) (Figura [2.10).
Além deste, os sistemas cristalinos também podem ser identificados/diferenciados pela
existéncia ou nao de operacoes de simetria. A Tabela mostra as restrigoes sobre os

parametros de rede para cada um dos sete sistemas cristalinos.

b,

Figura 2.10: Célula unitdria com parametros de rede.

A definicao de eixos de referéncia de acordo com as restricoes impostas por ele-
mentos de simetria determinam 6 redes primitivas, ao adicionarmos pontos de centragem
a cada uma destas obteremos outras 8 possiveis redes sem que sejam alterados os respec-
tivos sistemas cristalinos nem as restrigoes impostas sobre seus eixos, este grupo contendo
entao 14 redes é denominado por Redes de Bravais.

Uma Rede de Bravais é um conjunto de pontos construidos por translagao a partir
de um unico ponto em intervalos discretos determinados por um conjunto de vetores

denominados vetores de base. Todos os materiais cristalinos existentes na natureza (até

60s tnicos possiveis para representar um cristal, qualquer outro tipo de sistema diferente destes, ou
) b)
seria uma equivaléncia de um deles, ou simplesmente nao “preencheriam” todo o espago na formacao do
cristal, resultando em algo “nao cristalino”

32



2.4 Difracao de raios X por cristais Fundamentos cristalograficos

Tabela 2.3: Sistemas cristalinos.

Sistema cristalino Parametros de rede

Cubico a=b=c a=LF=~=90°
Hexagonal a=b#c a=p=090°~vy=120°

Trigonal a=b=c a=p0p=vy<90°

ou romboédrico

Tetragonal a=b+#c a=pF=~v=90°

Ortorrombico axb#c a=L=~v=090°
Monoclinico azb#c a=vy=090° [ #90°
azb#c a=p=090° v #090°

Triclinico axb#c a# vy # B #90°

agora identificados) pertencem a uma das 14 redes de Bravais. Esta caracteristica foi
mostrada por Auguste Bravais, um cristalégrafo francés em 194§} As 14 redes de Bravais
podem ser vistas na Figura [2.11F]

Sabendo que os aminodcidos que constituem as proteinas sao quirais (L-aminodcidos),
teremos que, em um cristal proteico nao observaremos as simetrias com operagoes improprias,
ou seja, nao teremos simetrias que envolvam operacoes de inversao ou espelho, reduzindo
assim o numero de grupos espaciais possiveis, para um cristal proteico, para 65 (grupos

quirais).

2.4 Difracao de raios X por cristais

No ano de 1912, Max von Laue concebeu a possibilidade de realizar difracao
de raios X, utilizando uma estrutura cristalina como rede de difracao tridimensional. As
primeiras experiéncias foram realizadas Walter Friedrich e Paul Knipping sob a orientacao
de Laue. Um dos experimentos realizados por Laue e seus alunos (Friedrich e Knipping)
em 21 de abril de 1912, consistia em incidir um feixe de raios X em um cristal. O esquema

do experimento montado por Laue, pode ser visto na Figura A Figura[2.13] mostra

"As excecbes conhecidas sio os chamados quasecristais de Shchtman, os quais contudo nao sido verda-
deiros cristais por nao possuirem uma malha com repeticao espacial uniforme.

8Note que os pontos dentro das células unitérias podem representar, por exemplo, dtomos de uma
estrutura, mas nao necessariamente. Estes pontos podem representar, qualquer coisa que apresente
a periodicidade da rede, como por exemplo uma molécula inteira ou um ifon, etc., porém tudo o que
aparece em um destes pontos deve, obrigatoriamente, aparecer em todos os outros, pois sao equivalentes
por simetria.
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cuBlCO

TETRAGONAL

ORTOROMBICO

HEXAGONAL

MONQCLINICO
P c Tipos de celas:
P = Primitiva

I = Corpo centrado

. F = Centrada nas faces
TRICLINICO C = Centrada em duas
P faces

Figura 2.11: Redes de Bravais.

a chapa fotografica apds ter sido sensibilizada pelos raios X no experimento de Laue

Friedrich e Knipping.

Dead
Crystalline solid screen

Spot from incident beam

T~ Spots from diffracted X-rays

N
™ Photographic plate

Figura 2.12: Imagem esquemética do experimento de Laue.

Logo depois William Lawrence Bragg demonstrou a relacao que passou a ser

conhecida como Lei de Bragg, fundamental para o estudo de estruturas cristalinas com o

uso da difracao de raios X.

34



2.4 Difracao de raios X por cristais Fundamentos cristalograficos
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Figura 2.13: Fotografia do padrio de difracao de um cristal de sulfato de cobre.

A interacao entre as ondas espalhadas corresponde ao chamado fenomeno de
interferéncia, que ocorre quando duas ondas em fase se encontram. Para que estas ondas
estejam “em fase” elas precisam se encontrar exatamente no mesmo ponto sobre a onda,
ou seja, uma crista coincidindo com uma crista, ou um vale coincidindo com um vale, e
assim por diante. Vamos entender o que isto significa geometricamente.

Os raios X, incidem sobre um atomo da rede cristalina e apds esta incideéncia,
se encontraram em fase, isso implica, de acordo com a figura abaixo que a diferenca de
caminho entre estas duas ondas, deve ser igual a um nimero inteiro de seu comprimento

de onda, caso contrario, estas estariam fora de fase.

Feixe Feixe
incidente Difratado

—0-

Figura 2.14: Interferéncia entre raios a nivel planar.

Logo pela Figura [2.14] podemos concluir que:

n\ = 2dsen(0) (2.10)

onde n é um numero inteiro. Este resultado nos conduz a primeira formulacao da Lei de
Bragg. Esta relacao indica a dire¢ao onde teremos um maximo de difracao. Mas sabe-se

que:

sen(f) < 1= A <1 (2.11)
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ou seja, novamente mostramos que o comprimento de onda deve ser da ordem do espagamento
entre os atomos.

Este foi um método quantitativamente simples de se obter as condigoes de di-
fracao em funcao dos planos cristalinos, que sao os planos que passam por pontos da rede
cristalina e sao separados por uma distancia d, como mostrado na Figura 2.14] Estes
planos sao identificados pelos chamados Indices de Miller (hkl), e pelo espacamento entre

eles (dpu)-

2.5 Indices de Miller

A orientacao de um plano, em uma rede cristalina, pode ser representada por
(hkl), onde h, k e [ representam as intersecgoes fraciondrias 1/h, 1/k, 1/l que o plano faz
com os eixos (a, b e ¢) da célula unitéria (a/h, b/k, c¢/l). Dois exemplos sao mostrados
na Figura [2.15] onde temos, na primeira imagem, um plano cortando o eixo a em 1, o
eixo b em 1 e o eixo ¢ também em 1, e, na segunda imagem, um segundo plano cortando
0 eixo a em 1/2, 0 eixo b em 1/2 e o0 eixo ¢ em 1. Invertendo estes valores fracionarios,

resultam os indices dos planos em questao (111) e (221).

plano (111) plano (221)

Figura 2.15: Planos representados pelos indices de Miller.

A distancia interplanar d representa a distancia entre dois planos consecutivos
de uma familia de planos (hkl). Também pode ser definida como a distancia da origem
da célula unitaria ao plano (hkl) mais préximo, perpendicularmente a este plano. Logo,
existe um conjunto de planos paralelos, equidistantes entre si, um dos quais passa pela

origem dos eixos cristalograficos. A distancia d é uma funcao dos indices de Miller do
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plano (hkl) e dos parametros de rede (a, b, ¢, a, 3,7).

Considere agora que cada atomo do cristal é um centro espalhador, ou seja,
cada um desses dtomos possui um potencial espalhador que serd sentido pela onda (ou
particula) que se aproximar deste. Como a difragao de raios X ocorre devido a interagao
dessa radiagao com os atomos, o meio espalhador constituido por centros discretos devera
ser substituido pela func¢ao densidade eletronica média p(r) do objeto espalhador.

Uma onda plana monocromatica de comprimento de onda A pode ser descrita

pela funcao:

-

Aeilkrta) (2.12)

onde 7 é o vetor posicao de um ponto do espaco, A é a amplitude e « a fase inicial da onda.

Sua direcao de propagacao é definida pelo vetor de onda K cujo médulo é K = 27/ \.
Um exemplo esquematico é dado na Figura [2.16] onde considera-se dois centros

espalhadores (O e O’). Coloca-se a origem do sistema referencial sobre o centro O e

tracamos o vetor ¥ que localiza o centro O’, de acordo com a figura abaixo.

L i

T+

b 4

Figura 2.16: Difragdo por dois centros espalhadores.

Por conseguinte, a diferenca de caminho entre estes dois raios é dada por F(E —kj,),
e havera interferéncia quando esta diferenca for igual a nA. Essas sao as condicoes de Laue.
Portanto para um objeto com n centros espalhadores, cada um localizado por
ri, a amplitude total fx da onda espalhada, chamada de amplitude de espalhamento do

objeto é:

fie = / p(F)e?mitkn) (2.13)
%4

esta equacao para cada valor de i é chamada de fator de espalhamento atomico.
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O espalhamento total da célula unitaria pode ser escrito como o somatorio sobre
as contribuicoes de todos os atomos dentro da célula unitaria. Esta grandeza é chamada
de Fator de Estrutura que é uma funcao da distribuicao da densidade eletronica na célula

unitaria, dado por:

Fhkl — Z fKGZTri(hXK+kyK+/ZK) — |Fth’efOz (214)
K

onde fx é o fator de espalhamento atomico do k-ésimo atomo na célula unitaria que tem
coordenadas xy, yx, zx € a é a fase do fator de estrutura F(hk/).

Os picos de intensidade maxima serao detectados para vetores do tipo:

K=hA+kB+IC (2.15)

e os vetores A, B e C sao dados por:

_ 3 ~ ix b
B —or 2 C—on—220
X C) d-(bxc)

A=2r. ¢
X C) a-

- (2.16)

—~ | T!
—~ | Ol

X X
b b

Estes vetores sao chamados de vetores do espaco reciprocoﬂ, e como pode ser
visto a partir das equagoes e a estrutura (eletronica) cristalina e seu padrao
de difracdo (densidade eletronica) sdo relacionadas entre si por uma Transformada de
Fourier. O padrao de difracao é uma Transformada de Fourier da densidade eletronica
da estrutura. Embora uma estrutura cristalina seja adequadamente descrita no espaco

direto (ou espago fisico), pelo vetor 7 do tipo:

F=x3+yb+z¢C (2.17)

que localiza qualquer ponto de rede e qualquer atomo, é necessario a introducao do espago
reciproco, varrido pelo vetor K para podermos compreender a interacao da radiagao com
os atomos da estrutura cristalina.

Os vetores do espaco reciproco podem ser construidos geometricamente, pois

9Por esta razdo, é comum ouvir a expressao de que “o que visualizamos apés a difraciio é o espaco
reciproco e nao o espago direto”.
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—

sao perpendiculares aos vetores 3, b, e ¢ que sao os vetores no espago direto (que pode
ser visto nas equagoes ) Com isto, o vetor K da rede reciproca, representando
uma rede bidimensional de linhas normais a um plano de Bragg, pode ser escrito como
K—hk> — hA+kB. A Figura mostra a construcao da rede reciproca em duas dimensoes
do plano (100).

Figura 2.17: Vetores do espaco direto e reciproco.

2.6 Extincoes Sistematicas

Devido a geometria das redes cristalinas, alguns pontos da mesma podem ficar
“escondidos” por outros pontos que tenham posigoes equivalentes a este se olhados através
de determinadas diregoes.

Tais pontos estao relacionados por operacoes de simetria translacionais, e por-
tanto a intensidade de uma dada reflexdo pode ser extinta (reflexdes que possuem zero
de intensidade) devido a interferéncia das ondas espalhadas por dtomos nestas posigoes.
Por exemplo, um eixo de roto-translagao ocasiona extingoes em reflexoes ao longo da li-
nha axial a qual o eixo é paralelo e os planos de deslizamento provocam extingoes em
reflexdes no plano paralelo ao elemento de simetria, cortando a origem da rede reciproca.
As extingoes sistematicas mais comuns e os elementos de simetria translacionais que as
provocam estao relacionadas na Tabela

Informacoes sobre o grupo espacial podem ser obtidas pela analise das Extingoes

Sistematicas de algumas familias de reflexoes.
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Tabela 2.4: Extincdes sistematicas provocadas por elementos de simetria.

Reflexoes afetadas | Elementos de simetria translacional Condicoes
Nenhuma P-rede primitiva Nenhuma
hkl A-rede centrada k+1=2n+1
hkl B-rede centrada h+1=2n+1
hkl C-rede centrada h+k=2n+1
k+1=2n+1
hkl F-rede centrada h+1=2n+1
h+k=2n+1
hkl I-corpo centrado h+k+1=2n+1
b-planos de deslizamento || (100) k=2n+1
Okl c-planos de deslizamento || (100) l=2n+1
n-planos de deslizamento || (100) k+1=2n+1
d-planos de deslizamento || (100) k+1=4n+1
a-planos de deslizamento || (010) h=2n+1
hOl c-planos de deslizamento || (010) I=2n+1
n-planos de deslizamento || (010) h+1=2n+1
d-planos de deslizamento || (010) h+1=4n+1
a-planos de deslizamento || (001) h=2n+1
hk0 b-planos de deslizamento || (001) k=2n+1
n-planos de deslizamento || (001) h+k=2n+1
d-planos de deslizamento || (001) h+k=4n+1
h00 2;-eixo helicoidal ao longo de a h=2n+1
0kO0 2;-eixo helicoidal ao longo de b k=2n+1
001 21, 4,-eixo helicoidal ao longo de ¢ I=2n+1

2.7 Fator de Estrutura

Se construissemos um padrao de difragao usando apenas aspectos geométricos
(Lei de Bragg), seria esperado que, como em todos os picos hé interferéncia construtiva,
eles deveriam ter a mesma intensidade. Porém, ha varios aspectos fisicos que interferem
na intensidade. O primeiro a ser considerado ¢ o fator de espalhamento atomico (fi
(2.13)). Tal fator indica o quanto um atomo pode espalhar a um dado angulo e um certo
comprimento de onda.

Assim como o fator de espalhamento atomico, o fator de estrutura é um quociente
de duas amplitudes, no caso, a amplitude da onda espalhada por todos os atomos da
célula unitaria e a amplitude da onda espalhada por um elétron. Para calcular o fator de

—

estrutura F(K), usa-se a seguinte equagao:
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N
Fr = Z f,e2mi(7K) (2.18)
n=1

A equacao pode ser utilizada para calcular o padrao de difracao esperado
para a estrutura modelo, e entao ser usado durante o refinamento da estrutura cristalina.
Os fatores calculados desta forma sao chamados de Fatores de Estrutura Calculados Fe,
e descrevem matematicamente a amplitude observada quando os raios X sao difratados
por um cristal durante a coleta de dados.

Experimentalmente sé é possivel determinar o médulo do fator de estrutura, mas
nao sua fase. A funcao F' é definida no espaco reciproco dos vetores K , e é a transformada
de Fourier da densidade eletronica, ou seja, ¢ uma “imagem” no espaco reciproco da funcao

p(r), que descreve a estrutura do objeto no espago fisico.

2.8 Determinacgao de estruturas monocristalinas

Comparando-se a equagao (|2.18]) com a equagao (2.13)), pode-se encontrar uma
equacao para as densidades de carga em funcao dos indices de Miller, através de uma

transformada de Fourier, ou seja, da seguinte forma:

1 . ,
Phkl = V Z |Fhk,|exp(:ahk/)exp(—27r/(hx + ky + /Z)) (219)

Portanto, conhecendo as amplitudes e as fases desta equacao, pode-se calcular o
padrao esperado para uma estrutura, através do somatorio anteriormente citado, ja que
os picos de p fornecem as posi¢oes dos atomos [90].

Analisando por exemplo, os planos cristalograficos (EI_J), Vvé-se que 0S mesmos
sao indistinguiveis geometricamente dos planos (hkl), pois tém mesmo espagamento e
orientacao. Mas, num cristal sem centro de simetria eles sao fisicamente diferentes, logo
é de se esperar que as reflexdes (hkl) e (hkl) sejam diferentes.

Porém, as amplitudes das reflexdes (hkl) e (hkl) sdo grandezas reais, ou seja,
complexo conjugadas (Fuy = Ff,). Este fato é conhecido como lei de Friedel. Dessa forma,
as intensidades observadas serao idénticas, e apenas estaremos medindo suas amplitudes,

enquanto que as fases nao sao obtidas experimentalmente. Esse problema é conhecido na
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cristalografia como “O Problema das Fases’. Uma vez obtidas as fases iniciais, entao é
possivel, com os fatores de estrutura, calcular a densidade inicial de cargas do material,

que podem ser refinados para conseguir modelos mais apropriados.
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Capitulo 3

Cristalografia de Macromoléculas

A Cristalografia de Macromoléculas utiliza a Cristalografia (ou seja, da difracao
de raios X por cristais) para determinagao das estruturas tridimensionais de importan-
tes classes de moléculas bioldgicas, como proteinas. A cristalografia foi utilizada pela
primeira vez para determinacao de estruturas biolégicas nos anos 50 quando Perutz e
Kendrew [91] publicaram as estruturas da Hemoglobulina e Mioglobina respectivamente.
Desde entao esta técnica vem sendo utilizada em sistemas bioldgicos com grande sucesso
e reprodutibilidade.

A estrutura tridimensional das macromoléculas com resolugao atomica, traz in-
formagoes essenciais para o entendimento detalhado de varios processos biolégicos como
catalise enzimatica, infecgoes virais, ciclos metabdlicos essenciais para parasitas, entre
outros. A partir desses dados, é possivel o planejamento racional de farmacos, vacinas,
modelagem de inibidores, e optimizagao da atividade catalitica enzimatica entre outros.
Tudo isso é possivel porque a funcao em cada um desses sistemas bioldgicos complexos
estd intimamente ligada a sua estrutura. Os mecanismos de reconhecimento e resposta
de macromoléculas biolégicas dependem de suas estruturas quimicas e, com mesmo grau
de importancia, de suas estruturas tridimensionais.

A estrutura cristalografica de uma molécula bioldgica pode ser obtida através da
analise do padrao de difracao produzido por seus cristais. Esta analise pode ser sumarizada

nos seguintes passos:

e Obtencao da macromolécula;
e Purificacao;
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e Cristalizagao (busca de condigoes de cristalizagao para a macromolécula em questao);
e Coleta e processamento de dados;

e Determinacao da estrutura.

Em muitos casos, a busca de uma condicao de cristalizagao para macromoléculas
pode ser considerado o passo mais dificil durante o processo de obtencao de sua estrutura
tridimensional. Fatores como pH, temperatura, agente precipitante, solubilidade, dentre
outros, sao determinantes na obtencao de um monocristal de tamanho e qualidade ade-
quados para os experimentos. Para se encontrar a melhor condi¢ao de cristalizacao, uma
grande quantidade da amostra purificada ¢é utilizada afim de encontrar os valores exatos
de cada um dos fatores mencionados anteriormente. Em se tratando de proteinas, muitas
vezes essa grande quantidade nao pode ser obtida de sua fonte natural, e para resolver este
problema, contamos com os métodos de biologia molecular, e suas técnicas de clonagem

e expressao de proteinas recombinantes mencionadas no Capitulo 1.

3.1 Cristalizacao de Proteinas

A cristalizacao de proteinas teve inicio no comeco do século XX com a obtencao
dos primeiros cristais de hemoglobina [92] e de urease [93]. Nesta época, a cristalizagao
tinha como objetivo principal o processo de purificagao de proteinas. Em 1934 foram
obtidas as primeiras fotografias de difracao de raios X da enzima pepsina [94], dando
origem a aplicagao da cristalografia de raios X ao estudo de macromoléculas bioldgicas.

A cristalizagao de proteinas é basicamente um procedimento de tentativa e erro,
no qual a proteina é precipitada da sua solucao inicial. Cada macromolécula possui
condicoes proprias e especificas para se cristalizar, mas um requerimento essencial para
qualquer experimento é a pureza do material a ser cristalizado.

A cristalizacao de macromoléculas em solugao é um fenémeno de equilibrio re-
versivel. Possui parametros termodinamicos e cinéticos especificos, que dependem das
propriedades fisicas e quimicas do solvente (solugao tampao) e do soluto (proteina, sais,
aditivos) envolvidos. Sob condigoes de supersaturacao, nas quais a concentracao do soluto

em solucao excede sua concentragao de saturagao, o sistema ¢ dirigido a um estado de
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equilibrio no qual a proteina é separada entre uma fase sélida e uma fase solivel [95]
(Figura . Embora as moléculas individuais percam graus de liberdade rotacionais e
translacionais, reduzindo a entropia do sistema, elas formam ligagoes quimicas novas e
estéveis. Isto reduz a energia potencial (energia livre) do sistema e garante a forga motriz

para o processo de ordenamento das moléculas em uma rede cristalina.

zona de
precipitacdo

ERSATURACAO

zona de
nucleacdo

Curva de
Solubilidade

Concentragio da macromolecula

zona de hiposaturagio

-

Concentrago Salina

Figura 3.1: Diagrama de fases bidimensional de uma protefna [96].

Para obter cristais adequados para os estudos de difracao, é preciso de atentar a

dois pontos:

e Alcance do ponto de supersaturacao nos quais os primeiros microcristais sao forma-

dos (etapa de nucleagao);

e Crescimento dos cristais em tamanho suficiente para os estudos de difragao (etapa

de crescimento).

A etapa de nucleacao, assim como a etapa de crescimento, dependem invaria-
velmente de um extenso conjunto de parametros. Seja para atingir, de forma adequada,
ponto de saturacao da proteina e a obtencao dos primeiros microcristais, ou para manter
a faixa de crescimento ideal e formar cristais de bom tamanho, temos que considerar a
atuacao simultanea de fatores como a temperatura, o pH, a forga ionica, o grau de pureza
da proteina e dos reagentes utilizados, além de uma série de outros fatores, bem como

fatores bioquimicos e parametros biolégicos.
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Outra etapa a ser citada é a etapa de cessacao de crescimento. Esta é a etapa
que determina o tamanho final do cristal e tem como principais inimigos os defeitos de
crescimento do cristal (na formacao das faces), “envelhecimento” das macromoléculas e
quantidade insuficiente de proteinas.

Existem quatro principais métodos utilizados para reduzir gradualmente a solu-
bilidade de proteinas [95]:

1) Didlise: Utiliza-se de uma membrana semipermedvel, através da qual pode
haver a difusao de macromoléculas de acordo com um gradiente de concentracao. Assim,
vagarosamente leva-se a solugao de proteina a sua condicao de supersaturacao;

2) Difusao de vapor: Baseia-se no equilibrio da pressao de vapor de uma solugao
precipitante contida num reservatério (maior volume) e uma gota que contém uma solugao
de proteina. O processo ¢ lento e depende da diferenca de concentracao da solucao do
reservatério e da gota;

3) “Batch”: Utilizado para a Produgao de cristais em larga escala, uma vez que
as condicgoes de cristalizacao ja sejam conhecidas. Consiste na variacao de fatores como a
temperatura de uma solugao em estado supersaturado;

4) Interface livre de difusao: Baseia-se na difusao liquido/liquido no qual o

agente de cristalizacao difunde para a solugao de proteina.

3.2 Coleta e processamento de dados

Cristais de proteinas contém canais de solvente que normalmente correspondem
de 40 a 60% do volume do cristal. Esta alta porcentagem de solvente dos cristais faz com
que seja dificil o seu manuseio, ja que a remocao do solvente os desestabiliza [97].

Cristais de proteinas sao bastante sensiveis aos raios X. Muitas vezes é necessario
utilizar vérios cristais para se obter um conjunto de dados que seja suficiente para pros-
seguir com os proximos passos. Para minimizar os efeitos da radiagao sobre os cristais,
pode-se utilizar um sistema de refrigeracao para a coleta de dados. Esta técnica também
torna possivel o estudo de cristais que nao sao estaveis na presenca da solucao na qual
cresceram, pois os mesmos sao congelados na presenca de uma solugao crio-protetora [95].

A fonte de radiacao utilizada também é um fator importante na coleta de dados.

46



3.2 Coleta e processamento de dados Cristalografia de Macromoléculas

Fontes de alta intensidade, como fontes de radiacao sincrotron sao hoje amplamente utili-
zadas em Cristalografia de raios X, o que tem permitido experimentos bastante avancados.
Devido a sua alta intensidade, a radiagao sincrotron tem sido utilizada para optimizar
a coleta de dados e permitir estudos de amostras (cristais pequenos e/ou cela unitérias
grandes) que nao poderiam ser realizados em fontes convencionais [97].

Usualmente o cristal submetido a coleta é transferido para um fino capilar de
borossilicato (0,5 a 1,0 mm de didmetro, 0,01 mm de espessura de parede), alimenta-
dos com o liquido mae (solugdo em que o cristal cresceu) e montados sobre uma cabega
goniométrica de forma a permitir graus de liberdade, angulares e rotacionais para o ali-
nhamento do cristal frente aos raios X. Esta é colocada entre o colimador do gerador de
raios X e o detetor. Inicia-se entao a coleta de dados.

O procedimento adotado para cada coleta de dados pode variar para cada ex-
perimento. A escolha de parametros como o tempo de exposicao para cada imagem,
distancia do cristal ao detetor e o angulo de oscilacao, dentre outros, dependem tanto da
fonte de radiacao utilizada, como da qualidade dos cristais. Neste ponto é importante
fazermos uma pequena analise sobre a diferenca desses parametros para uma coleta de
um monocristal de pequenas moléculas ou para um monocristal de macromoléculas.

Para um cristal de macromoléculas, pela quantidade de atomos presentes em sua
molécula, espera-se que sua cela unitéria (no espago direto) seja maior do que as celas
unitarias de um monocristal de pequenas moléculas, consequentemente sua cela unitaria
no espaco reciproco, serd menor, logo no espago reciproco teremos mais informagcao dentro
de um espago menor. Se tratarmos cada atomo como um centro espalhador, teremos que
estes atomos estarao muito mais préximos uns dos outros em uma macromolécula do que
em uma pequena molécula, logo a distancia do detetor devera ser maior para que haja uma
boa separacao entre os picos de difragao. Por esta razao, nem todos os equipamentos que
nao sejam sincrotrons, poderao realizar uma coleta de um monocristal de macromolécula,
pois dependerd da distancia méaxima entre a amostra e o detetor do equipamento além
de depender diretamente do tamanho do LCD do detetor. Logo, percebe-se que a “confi-
guracao” inicial destes parametros deve ser realizada em uma maquina que é usualmente
utilizada para coleta de pequenas moléculas.

Os dados coletados, um conjunto de imagens contendo os pontos de difracao,
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sao entao levados ao processamento dos dados, onde sera realizada a determinacao da
orientacao do cristal e parametros de cela, e a indexacao das imagens e geracao das listas
de reflexdes com hkl, I, e o(I), onde hkl sdo os indices de Miller, I a intensidade e o(I)
uma estimativa da qualidade da medida da intensidade, estimado pelo valor da radiacao
de fundo ao redor do pico que esta sendo integrado.

Inicialmente é estimado o valor para a radiacao de fundo, que é usado subsequen-
temente para a localizacao das reflexoes. Os pontos de difracao sao identificados como
uma série de pixeis acima de um valor limiar (definido como um nuimero de sigmas acima
da radiagao de fundo) adjacentes um ao outro, ou dentro de uma distancia predefinida.
Pontos de difragao, que diferem significantemente do valor médio, sao rejeitados.

A orientacao do cristal, parametros de rede e rede de Bravais sao determinados
a partir da indexacao de um conjunto inicial de reflexdes obtidos em uma coleta inicial
(pré-medicao), onde sao coletados um frame a cada posicao dos angulos variados, até
que atinjam uma “volta completa”, o nimero de reflexoes ird entao depender do valor
escolhido para o(I).

A partir da orientacao é entao possivel a indexacao dos pontos de difracao ao
longo de todas as imagens. A estimativa dos parametros de cela a partir de poucas
reflexoes pode levar a muitos erros devido a correlacao intrinseca entre parametros de
rede e parametros do detetor. Para isto é feito o pds-refinamento ao longo de todas as
imagens, onde um valor mais correto para os varios parametros sao obtidos.

O escalonamento e pré-medi¢ao dos dados tem como objetivo reduzir os dados
coletados provenientes de um cristal, pois as reflexoes equivalentes por simetria sao conhe-
cidas e nao precisam ser medidas, gerando um tnico conjunto de dados contendo somente
reflexdes independentes com um erro associado a cada medida. Este serda o conjunto de

dados a ser utilizado para a determinagao da estrutura.

3.3 Determinacao da estrutura

Varios sao os esforcos para minimizar os erros durante a coleta de dados que
podem levar a problemas posteriores na interpretacao dos resultados. No processamento

os cristais sao caracterizados, isto é, seus parametros de rede e simetria sao determina-
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dos, a quantidade de moléculas na cela unitaria pode ser estimada através do calculo da
porcentagem de solvente e da simetria, e as intensidades medidas no padrao de difragao
sao associadas aos diferentes planos do cristal. Para a determinacao da estrutura, tendo
como informagao um conjunto de dados do tipo h, k, 1, I, o(I), devemos escolher um

método de resolucao.

3.3.1 Métodos de Resolucao

Os métodos utilizados para resolucao de estruturas de pequenas moléculas, tais
como métodos diretod]| e 0 método de Pattersonf| ndo sio usualmente utilizados para de-
terminar a estrutura de uma proteina, convém destacar que estes métodos sao empregados
para estruturas de até 100 atomos, enquanto que uma proteina considerada “pequena’
possui da ordem de 1.000 atomos.

Existem basicamente trés métodos utilizados para a resolugao de estrutura de

proteinas, ou seja, trés métodos que solucionem o “problema das fases” citado na secao

2.8 Sao eles:

e Método da substituicao molecular;
e Método da substituicao isomérfica;

e Método da dispersao anomala.

O método da substituicao molecular é baseado no principio de que as proteinas
que apresentam uma sequéncia de aminoacidos altamente semelhantes tendem a se eno-
velar de forma bastante similar. Logo, uma estrutura que ja tenha sido determinada serve
de modelo inicial para a obtencao de um conjunto preliminar de fases que pode ser sub-
sequentemente refinado. O sucesso deste método é reforcado pelo crescente nimero de
estruturas que tem sido depositadas no banco de dados de proteinas (PDB), fazendo com
que a probabilidade de se encontrar uma estrutura homologa aquela em estudo aumente.

O método consiste em ajustar a estrutura molecular da proteina conhecida dentro

do arranjo cristalino da molécula desconhecida. Este, envolve basicamente dois passos, a

!Envolvem relacdes estatisticas entre os fatores de estrutura
2 As posicoes dos dtomos podem ser determinadas a partir da posicio de 4tomos pesados
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rotacao R(a, (3, 7), e a translagdo. Esta primeira é utilizada para obtengao da melhor
orientacao relativa entre a proteina modelo e a proteina em estudo, isto é realizado através
do cdlculo da fungao de rotagdo. A translacdo (t), necessaria para superpor a molécula
modelo, ja previamente orientada, com a molécula em estudo utilizando a funcao de
translacao.

O segundo método mais utilizado para a determinacao de uma estrutura cris-
talografica de macromoléculas é o método da substituicao isomorfica. Este método de-
pende fundamentalmente da obtencao de cristais de derivados isomorfos, isto é, cristais de
proteina com atomos pesados (dtomos que tem maior contribuigao para o espalhamento
que os dtomos que compoem a proteina). Um derivado isomorfo perfeito é aquele em que
a Unica variacao no mapa de densidade eletronica, em relacao a proteina nativa, se deve
a posicao dos atomos pesados. A introducao destes dtomos deve ser feita de modo a nao
alterar a estrutura proteica original. A determinacao da posicao destes atomos pesados
podem levar a obtencao de um conjunto preliminar de fases.

O terceiro e ultimo método é chamado de método da dispersao anomala a multiplos
comprimentos de onda. Quando os elétrons se encontram em camadas mais internas do
atomo, isto é, mais proximos do ntcleo, o tratamento dado ao espalhamento devido a
estes elétrons deve ser mais cuidadoso, uma vez que a forca de interagao entre esses e o
nicleo atomico nao pode mais ser desprezada, e o elétron nao pode mais ser tratado como
livre (violando assim a Lei de Friedel)ﬂ. Devido a esta interacao com o nucleo, existe
a introdugao de um termo imaginario ao fator de espalhamento atomico, dependente do
comprimento de onda da radiacao.

Um modelo inicial construido a partir de uma conjunto preliminar de fases, nor-
malmente contem muitos erros. No sentido de se produzir um modelo mais proximo do
real, é necessario a realizacao do refinamento cristalografico, que sao passos introduzidos

em um processo ciclico de melhora gradual do modelo.

3A lei de Friedel relaciona uma reflexdio de indices h,k,] com a reflexdo -h,-k,-1, porém a relacio é
deduzida considerando o fator de estrutura obtido quando os elétrons sao descritos por funcoes de onda
de elétrons livres
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3.4 Refinamento

Quando falamos em refinamento de pequenas moléculas, normalmente, estamos
olhando para as posicoes atomicas na primeira solucao, as quais nao sao o resultado direto
do experimento de difracao, mas uma interpretagao da densidade de elétrons calculada a
partir das intensidades medidas e os angulos de fase inicial determinados.

No refinamento, novos angulos de fase, geralmente mais precisos, podem ser cal-
culadas a partir das posicoes atomicas, o que permite re-determinar a funcao densidade
de elétrons com maior precisao, e, a partir do mapa atualizado de densidade de elétrons,
posigoes atomicas mais precisas podem ser derivadas, que levam a angulos de fase ainda
melhores, e assim por diante. Novos atomos podem ser introduzidas no modelo, quando
a funcao de densidade de elétrons obtida mostra um valor alto em algum lugar da célula
unitaria, onde o modelo nao contém um atomo ainda.

Em se tratando de macromoléculas, devido a limitada resolugao tipicamente ob-
tida, ha uma relativa escassez de dados experimentais tais como comprimentos de ligagao
e angulos, esta no entanto é compensada por informagoes quimicas. Logo, o refinamento
cristalografico das macromoléculas pode ser visto como um problema de optimizagao nao
linear que consiste na minimizacao de uma fungao de energia hibrida (e nado da mini-
mizacao da diferenca entre os fatores de estruturas observados e calculados como em

cristalografia de pequenas moléculas) dada por:

Etotal - Eemp + W-Eraio—X (31)

onde E.np, compreende o termo de energia que leva em consideragao informacoes empiricas,

e o termo E,.;,_x consiste de um residuo cristalografico mostrado abaixo:

M=ZW(|FO(R)I — |F(K))? (3:2)

(1P

onde F' é o fator de estrutura e os subscritos “0” e “c” representam grandezas observadas e
calculadas. Cada adendo nesta soma é multiplicada por um fator de ponderacao individual
w, o que reflete nossa confianga neste termo em particular e é derivada do padrao incerteza,

o(I), dessa medida.
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Durante os ciclos de refinamento, a concordancia entre a estrutura proposta e
a estrutura observada pode ser controlada por meio de dois critérios principais a serem
considerados:

- o indice residual, Ry, dado por:

_ > |[Fobs| — | Fearcl|
ZR‘Fobs|

onde Fgps é o fator de estrutura observado e Fgy é o fator de estrutura calculado [98].

Ry (3.3)

- o indice residual livre Rpee [97]:

R  — ZR||FobS|_|Fcalc||
free —
ZR|Fobs|

Quando a estrutura cristalogréifica é submetida a analise, residuos importantes

(3.4)

para a catalise, contatos intermoleculares responsaveis pela estabilizacao da proteina,
contatos com o substrato e muitas outras caracteristicas podem ser identificadas. E
importante ressaltar aqui, que a estrutura cristalografica é uma “foto” da molécula em
sua conformacao média e de menor energia livre, e portanto cautela deve ser tomada para

que nao haja uma interpretacao erronea dos resultados.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1 Objetivos gerais

O presente trabalho de pesquisa tem por objetivos gerais a obtencgao das estrutu-
ras tridimensionais das enzimas celobiohidrolase e endoxilanase do fungo Humicola grisea

var. thermoidea e a caracterizacao bioquimicas das mesmas.

4.2 Objetivos especificos
Sao objetivos especificos deste trabalho:

e A compreensao da teoria e técnicas de cristalografia aplicadas a macromoléculas;

e A compreensao da teoria e técnicas necessarias para a obtencao e manipulacao das

enzimas, bem como seus mecanismos de agao;
e Obtencao de transformantes de P. pastoris produtores da enzima CBH1.2r ativa;

e Producao das enzimas CBH1.2r e HXYN2r em quantidades suficientes para os en-

saios de cristalizacao;

e Estabelecimento de protocolos de purificacao que garantam amostra com alto grau

de pureza e preservacao das estruturas nativas das enzimas, bem como sua atividade;

e Realizagao de ensaios enzimaticos com as enzimas recombinantes CBH1.2 e HXYN2.
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4.2 Objetivos especificos Objetivos

e Encontrar condicoes de cristalizacao para as enzimas alvo;

e Obtencao de cristais com tamanho e qualidade suficientes para a realizacao dos
ensaios de cristalizagao;

e (Coleta de dados de difracao dos cristais das macromoléculas utilizando difratometro
de raios X disponivel;

e Resolugao da estrutura tridimensional das enzimas alvo do projeto.
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Capitulo 5

Materiais e Métodos

5.1 Materiais

5.1.1 Microrganismos
5.1.1.1 Bactérias

A linhagem da bactéria Escherichia coli utilizada para manipulagao de DNA foi
a DH5-a [99]. As células de E. coli foram cultivadas em meio LB (ver secao [5.1.6.1)) e

estocadas a -80 °C em glicerol 25% estéril.

5.1.1.2 Levedura

As linhagens da levedura P. pastoris utilizadas neste trabalho foram a SMD1168,
¢ a linhagem GS115 (Invitrogen).
As célula de P. pastoris foram mantidas em meio MD e estocadas a -80 °C em

glicerol.

5.1.2 Vetores
5.1.2.1 pHIL-D2

Este vetor possui 8209 pares de base (pb ou em inglés bp). Apresenta o gene
de resisténcia a ampicilina, uma origem de replicacao de E. coli, a regiao promotora e

terminadora do gene AOX1, e o gene HIS4 inativo (His-) e sequéncia para anelamento
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dos oligonucleotideos 5" AOX1 e 3> AOX1 (Figura[5.1)).

(8055) PFIFI - Tth1111 NotI (7)
(8030) BStZ17T Alel (88)

(7978) Ndel . Eco53kl (218)

(7916) BspQI - Sapl _ | ‘ / 7 _sacl (220)

(7799) AfITII - Pcil . g

__Pmel (423)

BIpI (598)
"~ Nsil (s88)
~_——Xcml (718)

EcoRI (356)
_AgeT (1010)

(6685) AanI - Psil -

_~ FSpAI (1536)
(6588) Swal -

- XbaI (1742)
—— Bsu36I (1798)

——— Hpal (1848)
(6232) Pstl —

pHIL-D2

(6105) Pvul 8210 bp

(5993) Secal —

(5555) Aatll —
(5553) Zral

(5337) Notl ™ “sall (2887)
Stul (2972)

—_— \ Ncol (3342)
T T \

P y \
(4493) sphl’ ‘ | BspEI (3554)
(4337) SgrAl |
(4193) BfuAI - BspMI BsrGI (4008)

Figura 5.1: Representagio esquemética do mapa fisico do vetor pHIL-D2 para expressao em P. pastoris.
Esse vetor possui 8,2 kb, possui o gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecao em bactéria,

origem de replicagio em bactéria (ori-pBR322), marca de sele¢ao auxotréfica HIS4, promotor e terminador
AOX1 (Fonte: [100]).

5.1.3 Enzimas - Endonucleases de restrigao

Enzima Sitio de Clivagem | Tampao | T incubagao

Not I - FastDigest | G C°G G C G C | Orange 37 °C
EcoR I - FastDigest | GTAATTC

Procedéncia

Thermo scientific

Orange 37 °C Thermo scientific
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5.1.4 Solugoes Estoque

e YNB 1,34% (Yest Nitrogen Base) (10x)
YNB* (Yeast Nitrogen Base Without Amino acids)(Difco) 13,4% (p/v)

Sulfato de Amonio 10% (p/v)
Agua destilada q.8.p.

A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 pm (Millipore®)), e
estocada a 4 °C. O prazo de validade desta solucao nestas condigoes é de aproximadamente

um ano.

e 5.1.4.1 Biotina 0,02% (500x)

Biotina 0,02% (p/v)
Agua destilada q.s.p.

A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 pm (Millipore®)), e
estocada a 4 °C. O prazo de validade desta solucao nestas condigoes é de aproximadamente

um ano.

e 5.1.4.2 Dextrose 20% (10x)

Dextrose 20% (p/v)
Agua destilada q.s.p.

A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 um (Millipore@®)) ou
autoclavada por 15 minutos, a 120 °C e 0,5 atm. A mesma foi estocada a 4 °C. O prazo

de validade desta solugao nestas condicoes é de aproximadamente um ano.

e 5.1.4.3 Metanol 5% (10x)

Metanol 5% (v/v)
Agua destilada q.s.p.

A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 pm (Millipore®)), e
estocada a 4 °C. O prazo de validade desta solucao nestas condigcoes é de aproximadamente

dois meses.
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e 5.1.4.4 Glicerol 10% (10x)

Glicerol 10% (v/v)
Agua destilada q.s.p.

A solugao pode ser filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 ym (Millipore®))
ou autoclavada por 20 minutos, a 1 atm. A mesma deve ser estocada a temperatura

ambiente.

[ ] 5.1.4.5 K2HPO4 1M
K2HPO4 34,84 g
Agua destilada (q.s.p.) 200 mL
[ ] 5.1.4.6 KH2P04 1M
KH,PO, 122,48 o

Agua destilada (¢.s.p.) 900 mL

e 5.1.4.7 Tampao Fosfato de Potassio 1M pH6,0

KoHPO,4 1M (secao [5.1.4.5) 132 mL
KH,PO,4 1M (secao [5.1.4.6) 868 mL

Ajustar o pH para 6,0 + 0,1 (caso o pH precise ser ajustado, utilizar acido fosférico
ou hidréxido de potdassio). A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22
pm (Millipore®)) ou autoclavada por 20 minutos, a 1 atm). A solugdo foi estocada a
temperatura ambiente. O prazo de validade desta solucao nestas condigoes é maior que

um ano.
e Ampicilina 100mg/mL (500x)

A solugao foi filtrada em membrana Durapore GV de 0,22 um (Millipore®)) e
estocada a -20 °C.
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5.1.4.8 Solugao de Soroalbumina Bovina 2 ug/uL

Soroalbumina Bovina 2 mg

Agua destilada 1 mL

A solugao foi estocada a 4 °C.

5.1.4.9 Solucao HCI1 0,1 M

Acido Cloridrico (HCI) 0,84 mL
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solucao foi estocada a temperatura ambiente.

5.1.4.10 Solucao NaOH 1 M

NaOH 4g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solucao foi estocada a temperatura ambiente.

5.1.4.11 Solugao de Acrilamida Bis-Acrilamida (39:1)

Acrilamida 39% (p/v)
Bis-Acrilamida 1% (p/V)
Agua destilada  q.s.p.

A solugao foi estocada a 4 °C.

e 5.1.4.12 Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8

Trizma base 12,1 ¢g
Agua destilada 100 mL

O pH da solucao foi acertado utilizando a solu¢ao de HCI (se¢ao [5.1.4.9) e NaOH
(secao|5.1.4.10). A solucao foi estocada a 4 °C.
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e 5.1.4.13 Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8.8

Trizma base 182 ¢g
Agua destilada 100 mL
O pH da solucao foi acertado utilizando a solucao de HCl e NaOH quando ne-

cessario. A solucao foi estocada a 4 °C.

e 5.1.4.14 Solugao Duodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

SDS 10 g
Agua destilada (¢.s.p.) 100 mL

A solugao foi estocada a temperatura ambiente.

e 5.1.4.15 Persulfato de Amonia (PSA) 10%

Persulfato de Amonia 10 g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solugao foi estocada a -20 °C.

e 5.1.4.16 Acido tricloroacético (TCA) 100%

Acido tricloroacético 500 g
Agua destilada (q.s.p.) 500 mL
Um volume de 10 mL de dgua destilada foi adicionado ao pote (antes lacrado)
contendo 500 g de TCA. Devido ao fato de que este acido é altamente higroscopico,
esperou-se até que todo o contetudo estivesse dissolvido. Apds a dissolucao total do acido,
o volume final foi completado para 500 mL. A solucao foi estocada a -20 °C.
Atencao: Acido extremamente forte e deve ser manuseado com extrema cautela

e uso de luvas.

e 5.1.4.17 Solugao carbonato de sédio 6%

Carbonato de Sédio 6g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solucao foi estocada a temperatura ambiente.
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e 5.1.4.18 Sorbitol 1M

Sorbitol 1821 ¢g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solugao foi estocada a 4 °C.

e 5.1.4.19 EDTA 100 mM, pH 8,0 (100x)

EDTA (dissédico) 18,61 g
Agua destilada (q.s.p.) 50 mL

OBS.: O EDTA s6 se dissolve em pH acima de 8,0. A solucgao foi estocada a 4 °C.
5.1.5 Solugoes para extracao de plasmideos (mini-prep)

e 5.1.5.1 Tampao TE

TrissHCl 10 mM
EDTA 1 mM

O pH foi ajustado para 8,0. A solugao foi estocada a 4 °C.

e 5.1.5.2 Solugao II

NaOH 02 M
SDS 1% (p/v)

Preparar solucoes estoque de NaOH 0,4M e SDS 2%, misturando-as em volumes

iguais no momento do uso.

e 5.1.5.3 Solucao II1

Acetato de sédio ou potassio 5 M

O pH foi ajustado para 4,8. A solugao foi estocada a 4 °C.
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e 5.1.5.4 Acetato de Amoénio 7,5M

Acetato de Amonio 8,67 g
Agua destilada 15 mL

A solugao foi estocada a 4 °C.

5.1.6 Meios de Cultura

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos,

a 120 °C e 1 atm.

¢ 5.1.6.1 Meio LB (Luria-Bertani)

Extrato de Levedura 0,5% (p/v)
Peptona de caseina  1,0% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)
Agua destilada q.8.p.

O pH foi ajustado para 7,2.

e 5.1.6.2 Meio SB

Extrato de Levedura 2,0% (p/v)
Peptona de caseina  3,0% (p/v)
MOPS 1,0% (p/v)
Agua destilada q.8.p.

O pH foi ajustado para 7,0.

e 5.1.6.3 Meio LA (LB &gar)

Foi adicionado dgar bacteriolégico 1,2% (p/v) ao meio LB.
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e 5.1.6.4 Meio SOB (CALDO DE HANAHAN)

Bacto-Triptona 20 g/L
Extrato de Levedura 5 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCl 0,5 g/L
Agua destilada q.8.p.

O pH foi ajustado para 7,2.

¢ 5.1.6.5 Meio SOC (SOC Broth Base)

Meio SOB (segao |5.1.6.4) 100 mL

Glicose 20,0 mM
Mng 5,0 mM
MgSO4 5,0 mM

As solugoes de glicose, MgCl, e MgSO, foram esterilizadas por filtragao em mem-

brana milipore 0,22 pm.

e 5.1.6.6 Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)

Extrato de Levedura 1,0% (p/v)
Peptona de caseina  2,0% (p/v)
Glicose(Dextrose) 2,0% (v/v)
Agua destilada q.8.p.

Este meio foi estocado a temperatura ambiente.

e 5.1.6.7 Meio MD-Agar (Minimal Dextrose)

YNB 1,34% (v/v)
Dextrose 1% (v/v)
Biotina 4x107°% (v/v)
Agar 1,5% (p/v)

Agua destilada  q.s.p.

Este meio foi estocado a 4 °C.
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e 5.1.6.8 Meio BMG/BMM (Buffered Minimal Glycerol/Buffered Mini-
mal Methanol)

YNB (seco [5.1.4 1,34% (p/v)
Fosfato de potéssio 1M pH 6,0 (se¢ao[5.1.4.7) 100 mM
Biotina 4 x 107°%(v/v)
Ampicilina 50 pg/mL
Glicerol/metanol (1%)/(1%)(v/v)

Estes meios podem ser estocados a 4 °C por aproximadamente dois meses.

¢ 5.1.6.9 Meio BMGY-U / BMMY-U (Buffered Glycerol Complex Me-
dium/Buffered Methanol Complex Medium)

Ureia 1,34% (p/v)
Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)

Fosfato de potéssio 1M pH 6,0 (se¢ao[5.1.4.7) 100 mM

Biotina 4 x107°%(v/v)
Ampicilina 50 pg/mL
Glicerol/metanol (1%)/(0,5%)(v/v)
Agua destilada q.s.p.

Estes meios podem ser estocados a 4 °C por aproximadamente dois meses.

5.1.7 Solugoes utilizadas nos ensaios enzimaticos

e Solucao de acido dinitrosalicilico (DNS)
Acido 3,5-Dinitrosalicilico 75¢g
NaOH 14 ¢g
Tartarato de Sodio e Potassio 216,1 g

Fenol 5,4 mL
Metabissulfito de Sédio 0,8 ¢g
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

Inicialmente, o DNS e o NaOH foram dissolvidos em agua destilada. Posteri-

ormente adicionou-se o tartarato de sédio e potassio, o fenol pré-aquecido a 50 °C e o
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metabissulfito de sédio. A solucao final foi titulada um dia apés o preparo com HCI 0,1 M
(secao [5.1.4.9)), utilizando fenolftaleina como indicador. Deverd ser gasto um volume de
5 a 6 mL de acido. Para cada 1 mL de acido gasto a menos, foi adicionado 2g de NaOH

para corrigir o pH da solucao.

e 5.1.7.1 Tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,8

Acido Citrico 0,1M 230 mL
Citrato Trisodico 0,1M 270 mL
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

e 5.1.7.2 Solucgao de celulose CMC 4%

Carboxi Metil Celulose 4% (p/v)
Tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,8 q.s.p.
Aquecer a mistura em microondas por 3 min e posteriormente submetida a cen-

trifugacao a 3000 x g por 15 min. O sobrenadante foi estocado a -20 °C.

e 5.1.7.3 Solugao de xilana 1%

xilana ”beech wood” (Sigma) 1% (p/v)
Tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,8 q.s.p.

A xilana foi dissolvida em tampao citrato de sédio 0,05 M pH 4,8 apés
aquecimento da solu¢ao em micro-ondas durante 1 min, agitacao manual e repouso durante
1 min. Este procedimento foi repetido trés vezes, e logo apds a solucao foi submetida a
centrifugacao a 5.000 x g durante 10 minutos e o sobrenadante foi estocado a -20 °C e

utilizado para a dosagem da atividade enzimatica.

5.1.8 Solugao utilizada nos ensaios de dosagem proteica.

¢ Reagente de Bradford
Azul de coomassie G-250 100 mg

Etanol 50 mL
Acido Fosférico 100 mL
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL
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Dissolveu-se o azul de coomassie em etanol sob agitacao magnética durante 1 h,
apos esse periodo acertou-se o volume de etanol para 50 mL. Adicionou-se entao a agua

e o acido fosforico. A solugao obtida foi filtrada duas vezes em papel de filtro.

5.1.9 Solugoes utilizadas nos ensaios de eletroforese de proteinas

em gel desnaturante de poliacrilamida.

e Gel concentrador (4%)

Acrilamida/Bis 39:1 (secao [5.1.4.11 240 pL
Tris HCl 1M pH 6,8 (segao [5.1.4.12 300 plL
Agua destilada 1,57 mL
SDS 10% (segao [5.1.4.14 240 plL
Persulfato de amonio 10% (PSA) (segao |5.1.4.15) 48 uL
Temed 3,6 pL

e 5.1.9.1 Gel separador (13%)

Acrilamida/Bis (39:1) (segao |5.1.4.11 2,73 mL
Tris HC1 1,5M pH 8,8 (segao [5.1.4.13 2,1 mL
Agua destilada 2,48 mL
SDS 10% (segao [5.1.4.14 840 uL
Persulfato de amonio 10% (PSA) (segao |5.1.4.15) 168 uL
Temed 8,4 pL

e 5.1.9.2 Tampao de amostra

Tris-HCL 1M pH 6,8 (se¢ao |5.1.4.12) 2 mL

SDS 10% (segao |5.1.4.14 4 mL
B-Mercaptoetanol 2 mL
Glicerol 2 mL
Azul de bromofenol 0,01 g

Este tampao foi aliquotado e armazenado a -20 °C.
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e 5.1.9.3 Tampao de corrida - Tris-Glicina 5X

Trizma base 15,1¢g
Glicina 2g
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

Este tampao foi armazenado a temperatura ambiente.

¢ 5.1.9.4 Tampao de corrida - Tris-Glicina 1X

Tampao de corrida Tris-Glicina 5X (segao [5.1.9.3) 160 mL
SDS 10% (segao [5.1.4.14 8 mL
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

Este tampao foi armazenado a temperatura ambiente.

e 5.1.9.5 Marcador de Massa Molecular para Proteinas 1

Marcador Broad Range Marker da Saint Cruz Biotechnology (part number sant-sc-

2361).
Miosina 200 kDa
Fosforilase B 97 kDa

Soroalbumina bovina 66 kDa
Ovalbumina 44 kDa

Anidrase carbonica 29 kDa

Mioglobina 17 kDa
Lisozima 14 kDa
Aprotinina 6 kDa

Este marcador deve armazenado a -20 °C.

e 5.1.9.6 Marcador de Massa Molecular para Proteinas 2

Marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific part num-
ber 26610). Contendo uma concentracao de 0,1 a 0,2 mg/mL das proteinas listadas

abaixo.
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[-Galactosidase 116 kDa
Soroalbumina bovina 66,2 kDa
Ovalbumina 45,0 kDa
Dehidrogenase lactante 35,0 kDa
REase Bsp981 25,0 kDa
B-Lactoglobulina 18,4 kDa
Lisozima 14,4 kDa

Este marcador foi armazenado a -20 °C.

5.1.10 Solucoes utilizadas nos ensaios de eletroforese em gel de

agarose.

e Solucao de Brometo de Etidio
Brometo de Etidio 1% (p/v)

Agua destilada q.8.p.

A solucao foi estocada aliquotada e estocada em eppendorfs a temperatura am-

biente.

¢ 5.1.10.1 Tampao de corrida - TEB (10x)

Tris-base 0,89 M
Acido bérico 0,89 M
EDTA 0,08 M

Agua destilada q.s.p.

Este tampao foi armazenado a temperatura ambiente.

e 5.1.10.2 Tampao de amostra para DNA (10x)

TEB (20x) 50% (v/v)
Glicerol 30% (v/v)
Azul de bromofenol 0,25% (p/v)
Xilenocianol 0,25% (p/v)
Agua destilada q.8.p.
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Este tampao foi armazenado a temperatura ambiente.

e 5.1.10.3 Marcador de DNA

Marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (concentragao de 0,5 ug/pl) (Thermo
Scientific part number SM1333).

Fragmentos de DNA (pb) | ng/0,5 uL | %
20.000 20 4
10.000 20 4
7.000 20 4
5.000 75 15
4.000 20 4
3.000 20 4
2.000 20 4
1.500 80 16
1.000 25 )
700 25 )
500 75 15
400 25 )
300 25 )
200 25 )
75 25 )

Este marcador foi armazenado a -20 °C.

5.1.11 Solucoes utilizadas para revelacao de géis desnaturantes

de poliacrilamida - Azul de coomassie.

e Solugao Corante
Azul de coomassie R250

Metanol
Acido acético glacial

Agua destilada (q.s.p.)

0,0¢g
225 mL
50 mL
500 mL
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Esta solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

e 5.1.11.1 Solucao descorante

Metanol (99,8%) 150 mL
Acido acético glacial (99,7%) 35 mL
Agua destilada (q.s.p.) 500 mL

Esta solugao foi armazenada a temperatura ambiente.

5.1.12 Solucoes utilizadas para revelacao de géis desnaturantes

de poliacrilamida - Nitrato de prata.

e Solucao de fixagao
Metanol (99,8%) 250 mL

Acido acético Glacial (99,7%) 60 mL
Formaldeido (36,5 a 38,0%) 500 uL
Agua destilada (q.s.p.) 500 mL

Esta solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

e 5.1.12.1 Solucgao de lavagem

Etanol (99,8%) 250 mL
Agua destilada (q.s.p.) 500 mL

Esta solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

e 5.1.12.2 Solucgao de tratamento

Tiossulfato de Sédio 20 mg
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

Esta solugao foi armazenada a temperatura ambiente.
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e 5.1.12.3 Solugao de equilibrio

Nitrato de prata 02¢g
Formaldeido (36,5 a 38,0%) 75 uL
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

Esta solucao foi armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

e 5.1.12.4 Solugao de revelagao

Solucao carbonato de sédio 6% (secao [5.1.4.17) 98 mL

Solugao de tratamento (segao [5.1.12.2 2 mL
Formaldeido (36,5 a 38,0%) 50 uL

Esta solugao foi preparada no momento do uso (nao deve ser armazenada).

e 5.1.12.5 Solucao de parada

Metanol (99,9%) 250 mL
Acido Acético Glacial (99,7%) 60 mL
Agua destilada (q.s.p.) 500 mL

Esta solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

5.1.13 Kits de uso especifico em Biologia Molecular

Eluicao do DNA do gel de agarose: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega Corporation®), nimero de catdlogo: A9381).

5.2 Métodos

5.2.1 Cultivo e manutengao de microrganismos

As bactérias foram cultivadas a temperatura de 37 °C em meio LB por 16 horas.
As linhagens da levedura P. pastoris foram cultivadas em meio YPD agar a 30 °C por 3

dias e estocadas a 4 °C. A cada 90 dias foi realizado um novo repique.
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5.2.2 Digestao de DNA com endonucleases

As digestoes de DNA com enzimas de restricao foram realizadas em sistemas de
10 a 300 puL, durante 1 a 8 h (estipulados de acordo com a quantidade de DNA a ser
digerido). Os tampoes e as temperaturas de reacao foram utilizadas de acordo com as
indicacoes dos fabricantes, utilizando-se 10 a 20 U de enzima para cada micrograma de

DNA a ser digerido.

5.2.3 Preparacao de células bacterianas competentes para ele-
troporacao

O preparo de células de E. coli competentes pelo método de eletroporagao foi
realizado como descrito por Sambrook e Russel [99] (com modifica¢oes realizadas por
Maranhao [I0I]). As células foram eletroporadas utilizando o aparelho GenePulser da
(Bio-Rad).

A linhagem bacteriana de interesse foi inoculada em 10 mL de meio SB (secao
e incubada a 37 °C por aproximadamente 18 h sob agitacao de 250 rpm. Um
volume de 0,5 mL dessa cultura foi diluido em 500 mL de meio SB em um frasco de 1
L, acrescido de 2,5 mL de MgCl, 2 M e 2,5 mL de glicose 2 M, seguindo-se de incubagao
nas mesmas condicoes descritas anteriormente até que atingisse uma densidade 6ptica
(DO) a 600 nm de 0,7 a 0,9. Apos atingir essa DOgo 0 frasco foi resfriado em gelo e a
cultura foi submetida a centrifugacao a 3.000 x g por 20 min a 4 °C. A seguir, as células
foram lavadas em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado, usando pipetas pré-resfriadas, e
posteriormente foi adicionado 75 mL de glicerol 10%, seguido de centrifugacao por 20 min
a 4 °C e aceleragao de 3.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o procedimento de
lavagem com glicerol, repetido. Em seguida, as células foram ressuspensas em 25 mL de
glicerol, transferidas para tubos de centrifuga de 50 mL e centrifugadas a 3.000 x g por
20 min a 4 °C. Ao final, as células foram ressuspensas em 1 a 2 mL de glicerol 10% e
distribuidas em aliquotas de 50 uL, as quais foram congeladas em nitrogénio liquido, com
posterior estocagem a 80 °C. Estas células assim preparadas foram entao consideradas

competentes para os procedimentos de transformacao por eletroporacao.
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5.2.4 Transformacao de células de E. coli por eletroporacao

Para a transformacao 50 ul. do volume estocado de células competentes foram
homogeneizadas com 1 pl. do DNA plasmidial (utilizando o vetor de expressao pHIL-
D2 intacto com o inserto do cDNA de interesse), ou 3 a 5 uL. do sistema de ligagao e
transferidas rapidamente para uma cubeta previamente resfriada para a realizacao do
choque elétrico, que foi realizado seguindo os seguintes parametros elétricos: 2,5 kV, 24
uF e 200 (2. Imediatamente apds a eletroporacao as células foram ressuspensas em meio
SOC (secao , adicionando 1 mL de meio 3 vezes a cubeta. Em seguida, as células
foram incubadas em um tubo estéril de 50 mL por 1 hora a 37 °C, sob agitacao de 250
rpm. Um volume de 50 a 200 pL desta solucao foi inoculado em placas de Petri contendo

20 mL de meio LA (segao[5.1.6.3)) e o antibidtico adequado.

5.2.5 Mini-Preparacao de Plasmideos por Lise Alcalina

O DNA plasmidial foi isolado a partir de uma colonia da linhagem bacteriana
de interesse. A linhagem foi inoculada em 5 mL de meio LB (secdo contendo
ampicilina (100 pg/mL). Esse indculo foi incubado a 37 °C por aproximadamente 16 h.
Um volume de 3 mL de cultura foi submetido a centrifugacao a 3.000 x g por 2 min a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em
200 pL de Tampao TE (segao e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos.
Apés total ressuspensao das células, foi adicionado 360 pL de Solugao II (segao [5.1.5.2))
agitando-se o tubo gentilmente por inversao e incubando por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foi adicionado 300 puL. de Solugao III (segao , a suspensao
foi homogeneizada com agitacao forte e incubada a temperatura ambiente novamente por
5 minutos, posteriormente esta foi submetida a centrifugagao a 10.000 x g por 5 min a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionado 750 uL. de isopropanol,
homogeneizado por inversao e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apods
homogeneizagao, a mistura foi submetida a centrifugagao a 10.000 x g por 5 min a tempe-
ratura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi novamente submetido
a centrifugacao a 10.000 x g por 5 segundos, o élcool restante foi removido com micro-
pipeta. O precipitado foi ressuspenso em 200 pl. de Tampao TE (secao e logo
apds foi adicionado 110 pl. de acetato de amonio 7,5 M (secao , esta mistura foi
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submetida a agitacao forte (vortex) e submetida a centrifugagao a 10.000 x g por 10 minu-
tos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo onde foram
adicionados 750 uL de etanol 100% e submetida a centrifugacdo nas mesmas condi¢oes
descritas anteriormente. O sobrenadante foi entao descartado, o excesso de alcool remo-
vido, e o precipitado foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos para secar. O
precipitado, correspondendo ao DNA plasmidial, foi entao ressuspendido em 50 pl de
Tampao TE (sec¢ao + RNAse (1 pL da solugao estoque de RNAse para cada 100
pL de TE).

5.2.6 Maxi-Preparacao de Plasmideos por Lise Alcalina

Foi utilizado o kit de purificagdo de DNA ThePureLink@®)Plasmid Filter Maxiprep
Kit da Life technologies (nimero de catédlogo K2100-16).

5.2.7 Preparo de Células Competentes de P. pastoris

As células das linhagens de P. pastoris foram inoculadas em 10 mL de meio
YPD (sec@o [5.1.6.6) em erlenmeyer de 125 mL de capacidade e incubada a 30 °C por
24 h sob agitacao de 200 rpm. Apods este periodo, 50 pl. do pré-inéculo foi adicionado
a 100 mL de meio YPD em erlenmeyer de 0,5 L e incubado sob as mesmas condigoes
do pré-inoculo até atingir a DOggg entre 1,3 a 1,5. Posteriormente, as células foram
coletadas por centrifugacao a 1.500 g por 5 min a 4 °C e ressuspensas em 250 mL de agua
destilada estéril gelada. Seguidamente foram submetidas a centrifugacao nas mesmas
condigoes anteriores e ressuspensas em 125 mL de dgua destilada estéril gelada. As células
foram submetidas a centrifugagao e ressuspensas em 10 mL de sorbitol 1 M gelado (segao
[5.1.4.18)), posteriormente foram submetidas a centrifugagao e ressuspensas novamente em
1 mL de sorbitol 1 M gelado para um volume final de aproximadamente 1,5 mL. As
células competentes foram utilizadas imediatamente na transformacao, pois apesar das

células poderem ser congeladas, sua eficiéncia diminui significativamente.

74



5.2 Métodos Materiais e Métodos

5.2.8 Purificacao de fragmentos de DNA em gel de agarose

Ap6s digestao dos plasmideos dos produtos da maxi-preparacao com as enzimas
de restricao apropriadas, os fragmentos de DNA contendo as sequéncias de interesse foram
aplicados em gel de agarose e submetidos a eletroforese. Os fragmentos de DNA foram
recortados do gel de agarose e purificados utilizando-se o kit Wizard®)SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega), conforme as especificagoes do fabricante.

5.2.9 Precipitacao de DNA

Aos fragmentos de DNA, obtidos na purificacao, foi adicionado 0,3 M acetato de
sédio, 2,5 volumes de etanol 100% gelado, procedendo-se a incubacao a -20 °C durante 18
horas. Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugagao a 12.000 x g, por
40 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, adicionou-se 1 mL de
etanol 70% gelado. Foi realizada nova centrifugacao a 4.000 x g por 5 minutos, sendo o
sobrenadante novamente descartado. O precipitado foi seco, ressuspendido em 10 ul. de

agua MilliQ contendo RNAse e estocado no freezer a -20 °C.

5.2.10 Transformacao de Células de P. pastoris por Eletroporacao

A transformacao da levedura P. pastoris foi realizada utilizando o fragmento de
DNA precipitado de acordo com a segao[5.2.9] Foram utilizados 80 L da solugao contendo
as células das linhagens de P. pastoris competentes foram homogeneizadas com 10 ug de
DNA em 10 pL de Tampao TE (segao[5.1.5.1). A mistura foi transferida para uma cubeta
e incubada em gelo por 5 min. As células foram submetidas a eletroporagao de acordo
com os seguintes parametros: 1,5 kV, 25 uF e 400 (2. Imediatamente foi adicionado 1
mL de sorbitol 1M gelado (secao , e o conteudo da cubeta foi transferido para
um tubo do tipo eppendorf. Um volume de 50-300 uL. foi semeado em placas de Petri

contendo meio MD e o cultivo ocorreu a 30 °C por 3 a 4 dias.

5.2.11 Selecao dos Transformantes Produtores de CBH1.2r

Os transformantes de P. pastoris de ambas as linhagens obtidas na transformacao

foram selecionadas inoculando as leveduras em meio liquido BMG (segao [5.1.6.8) em
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placas do tipo Deep well (placa de 96 pogos com fundo redondo) e incubadas por quatro
dias a 30 °C. Apés este periodo as células foram submetidas a centrifugagdo por 15 min
a 3000 x g e ressuspensas em meio BMM (segao , sendo posteriormente incubadas
por trés dias a 30 °C para a inducao da producgao da enzima recombinante na presenca
de metanol, sendo que a cada 24 h foi acrescentado metanol para uma concentracao final
de 0,5%. Apo0s trés dias o sobrenadante foi coletado e realizado o ensaio de atividade
enzimatica pelo método DNS. Os transformantes que produziram uma quantidade maior
de enzimas ativas foram selecionados e testados quanto a capacidade de producao da
enzima em frascos erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo 100 mL de meio BMGY-
U (secao como pré-inéculo. As culturas foram incubadas a 30 °C com agitacao
constante de 200 rpm até atingirem a DOgoo de 20. As células foram submetidas a
centrifugacao a 3000 x g durante 15 min, lavadas com agua destilada estéril e ressuspensas
no meio BMMY-U (se¢ao[5.1.6.9). As colonias foram incubadas a 30 °C durante seis dias,
sendo que a cada 24 h foi acrescentado metanol para uma concentracao final de 0,5%, e
retiradas aliquotas de 1 mL. As aliquotas foram submetidas a centrifugacao a 10.000 x g
durante 10 min e o sobrenadante coletado para andlise de atividade enzimatica (DNS).

Dessa forma foi selecionado o transformante que produziu maiores niveis da atividade

enzimética (se¢ao [5.1).

5.2.12 Producao das enzimas CBH1.2r e HXYN2r em frasco

Os transformantes de Pichia pastoris produtores das enzima CBH1.2r e HXYN2
foram inoculados em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio YPD (secao a 30
°C por 3 dias e logo apds estocadas a 4 °C. Do estoque em meio YPD os clones foram
inoculados em placas de petri contendo o meio MD (segao e incubadas a 30 °C
por 3 dias (Figura [5.2)).

Foram selecionadas colonias isoladas e inoculadas em 100mL de meio BMGY-U
(secao em erlenmeyer de 0,5 L (em triplicata) e incubadas a 30 °C sob cons-
tante agitacdo de 200 rpm até atingir ODggp entre 1 e 1,5 (ODg00=1 equivale a 5.108
células/mL). Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacao a 4000 rpm
por 20 min a 4 °C, ressuspensas em agua destilada estéril para lavagem e submetidas a

centrifugacao nas mesmas condigoes supra citadas. O sobrenadante foi descartado e as
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Figura 5.2: Placa contendo os clones transformantes de P. pastoris produtores da enzima CBH1.2r
apos 3 dias de incubacédo a 30 °C em meio MD.

células ressuspensas em 100 mL de meio BMMY-U (secao . As culturas foram in-
cubadas a 30 °C sob constante agitacao de 200 rpm por 6 dias. A cada 24 h foi adicionado
metanol (segao para a concentracao final de 1% ao meio de cultura. Os cultivos
foram realizados em triplicata.

Apo6s 6 dias a cultura foi submetida a centrifugacao (4000 rpm por 20 min a 4 °C)
e o sobrenadante de cultura foi armazenado em tubos falcons a -20 °C. O sobrenadante
foi analisado quanto a atividade enzimética, dosagem de proteinas por reagente Bradford,
e o perfil de proteinas por SDS-PAGE.

Na cinética de producao das enzimas recombinantes, os transformantes de P. pas-
toris foram cultivados sob indu¢ao com metanol como indicado anteriormente, entretanto
foram retiradas aliquotas de 10mL a cada 24 h durante o crescimento no meio BMMY-U
(secao . A cultura foi submetida a centrifugacao a 4000 rpm por 20 min a 4 °C e o
sobrenadante analisado quanto a atividade enzimatica, dosagem de proteinas por reagente

Bradford e o perfil de proteinas por SDS-PAGE.

5.2.13 Determinacao da atividade celulolitica pelo método dos

Acicares Redutores

A atividade de endoglicanase foi realizada utilizando o substrato Carboxi metil

celulose (CMC) e para a dosagem da atividade de endoxilanase utilizou a xilana. A
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quantificacao do teor de agucares redutores liberados foi ensaiada pelo método de DNS
proposto por Miller [I02]. Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como
aquela que libera um pmol de agucar redutor correspondente por minuto nas condigoes
do experimento. Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em triplicata.

Os ensaios utilizando CMC como substrato (CMCase) foram feitos preparando
tubos de ensaio de acordo com a Tabela 5.1l Os ensaios utilizando Xilana como substrato

foram feitos preparando tubos de ensaio de acordo com a Tabela [5.2]

Tabela 5.1: Dosagem de atividade celulolitica em CMC pela enzima CBH1.2r.

Teste Branco do Teste Branco do aparelho
(Triplicata) (Triplicata) (Triplicata)
Tampao citrato de sédio — — 500uL

(50 mM pH 4,8) (segao |5.1.7.1)
CMC 4% (segao [5.1.7.2)) 250uL 250uL —

Enzima 250uL — —

Tabela 5.2: Dosagem de atividade xilanolitica em xilana pela enzima HXYN2r.

Teste Branco do Teste Branco do aparelho
(Triplicata) (Triplicata) (Triplicata)
Tampao citrato de sédio — — 500uL

(50 mM pH 4,8) (secao5.1.7.1
Xilana 1% (segao [5.1.7.3) 450uL 450uL —

Enzima o0puL — —

De forma simplificada, o método consiste das seguintes etapas:

Foram adicionados em tubos de ensaio os reagentes descritos nas Tabelas 5.1},
sendo que o sobrenadante do meio contendo a enzima foi adicionado por ultimo, pois logo
apos esse passo a reagao inicia-se e os tubos sao incubados imediatamente a 50 °C, por
1 hora no caso da atividade contra CMC e por 5 minutos no caso da atividade contra
xilana.

Nesta fase, a enzima ativa quebra as ligacoes dos substratos liberando acucares.
Apd6s uma hora de incubacao, a reagao foi parada com um choque térmico em banho de

agua e gelo durante 5 minutos.
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Logo apds a “parada” da reacao, foram adicionados nos tubos nomeados “branco
do teste” a quantidade de 250uL de enzima (sobrenadante do meio contendo a enzima)
para atividade contra CMC, ou 50uL de enzima no caso de atividade contra xilana. Ainda
neste mesmo momento, é adicionado a todos os tubos 500uL de solu¢ao DNS (sec¢ao[5.1.7)
no caso de atividade contra CMC ou 750uL de DNS no caso de atividade contra xilana.

Todos os tubos foram fervidos por 5 minutos e novamente a reagao deve ser parada
com banho de agua e gelo durante 5 minutos. Durante o periodo de fervura, o DNS ira
agir “oxidando” e corando os agucares liberados na reagao HApés este tltimo banho em
agua e gelo, foi realizada a leitura do contetido dos tubos de ensaio em espectrofotometro
utilizando o comprimento de onde de 540 nm.

As curvas padrao para os testes de CMCase ou de atividade xilanolitica foram
feitas todas as vezes que um novo reagente DNS era preparado, utilizando valores conhe-
cido de glicose ou xilose. As curvas utilizadas para este trabalho foram estabelecidas da
seguinte forma:

Curva para atividade contra CMC foi realizada utilizando-se glicose com concen-
tragoes variando de de 1 a 20 pmol/mL. De modo que, uma das curvas padrao encontradas

para glicose, com r=0,999, foi:

y = 1,054x 4 0,162 (5.1)

Curva padrao para atividade de endoxilanase foi realizada utilizando-se xilose
com concentragoes variando de de 0,3 a 4,2 mg/mL. De modo que, uma das curvas padrao

encontradas para xilose, com r = 0,999, foi:

y = 0,264x 4 0,075 (5.2)

onde, para ambas as curvas, a absorbancia se encontra em x e a concentragao ja em U/mL

se encontra em y.

1Segundo Miller, o tartarato duplo de sédio e potéssio é introduzido para prevenir a dissolucdo do
oxigénio no reagente, o fenol, para aumentar a quantidade de cores produzidas, e o metabissulfito de
s6dio e potdssio, para estabilizar a cor obtida na presenca do fenol. A base é necessaria para reduzir a
acao da glicose no dcido dinitrosalicilico [102].
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5.2.14 Dosagem de proteinas

A concentragao de proteinas das amostras (sobrenadantes dos meios de cultura)
foi determinada por método colorimétrico conforme descrito por Bradford [103]. A curva
de calibracao padrao foi determinada utilizando-se a solu¢ao soroalbumina bovina (segao
5.1.4.8)), nas concentragoes 1:2, 1:2.5, 1:3.3, 1:5, 1:10, 1:20. Homogeneizou-se em mini-
placas de elisa a quantidade de 190 pL. de Reagente Bradford (segao e 10 uL de
amostra, que foi incubado a temperatura ambiente durante 15 min. A quantidade de
proteinas foi determinada por leitura de absorbancia em espectrofotometro no compri-
mento de onda de 595 nm. Para o branco do aparelho foi utilizado dgua destilada no

lugar da amostra.

A curva de Bradford obtida foi:

y = 0,9560x — 0,0008 (5.3)

Sendo que a concentracao é dada em unidade de ug/ul.
Apods esta quantificacao, as mesmas amostras foram submetidas a andlise de perfil

de proteinas por eletroforese de proteinas em gel desnaturante de poliacrilamida.

5.2.15 Eletroforese de acidos nucléicos em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para avaliagao da qualidade e quan-
tificagdo do DNA e fragmentos [I0I]. A agarose foi preparada em concentragoes de 1,0%
(p/v) em tampao de corrida TEB 1X e contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio. As
amostras foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese, como descrito por Sambrook
e Russel [99]. Para visualizagao e foto-documentacao do DNA utilizou-se a incidéncia de

luz ultravioleta no sistema Gel Doc™ EZ System da Bio-Rad.

5.2.16 Eletroforese de proteinas em gel desnaturante de polia-

crilamida (SDS-PAGE)

Para a eletroforese de proteinas em gel desnaturante de poliacrilamida, foi utili-

zado o método descrito por Laemmli [104]. As amostras foram preparadas de trés formas

diferentes, uma utilizando TCA (secdo |5.1.4.16|) como precipitante, outra utilizando a
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amostra diretamente do sobrenadante do meio de cultura sem nenhum método de preci-
pitagao, e a tultima apenas ressuspendendo os sedimentos formados apods etapas de puri-

ficacao.

5.2.16.1 Preparo de amostra por precipitacao com TCA

Um volume de 900 pl. do sobrenadante do meio de cultura contendo as enzimas
foi precipitado na presenga de 100 pL. de TCA (segao permanecendo em banho
de gelo e agua por 1 hora. Em seguida a solucao foi submetida a centrifugagao a 10.000
x g a 4 °C durante 10 minutos. O precipitado foi lavado com 500uL de acetona gelada
e submetido a centrifugacao nas mesmas condigoes descritas acima. KEste processo de
lavagem foi repetido 1 vez. O sedimento restante foi entao ressuspenso em 30 pl. de
tampao de amostra (segéo e fervido durante 5 min. As amostras preparadas foram
entao estocadas a -20 °C para posteriormente serem aplicadas no gel de poliacrilamida

desnaturante.

5.2.16.2 Preparo de amostra sem precipitagao

Um volume de 15 pul. do sobrenadante do meio de cultura foi homogeneizado
com 15uL de tampao de amostra (secao [5.1.9.2)) e fervido por 5 minutos. As amostras
preparadas foram entao estocadas a -20 °C para posteriormente serem aplicadas em gel

de poliacrilamida desnaturante.

5.2.16.3 Preparo de amostra precipitada em solugao de sulfato de amoénio.

O sedimento restante da centrifugacao apds adi¢ao de sulfato de amonio foi ressus-
pendido em 30 uL. de tampao de amostra. As amostras preparadas foram entao estocadas

a -20 °C para posteriormente serem aplicadas no gel de poliacrilamida desnaturante.

5.2.16.4 Corrida eletroforética

Todas as corridas foram conduzida em tampao de corrida 1X (segao [5.1.9.4) com
uma voltagem inicial de 80 V e final de 180 V utilizando o sistema de eletroforese vertical

Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad®)).
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Apos a corrida dos géis os mesmo foram revelados ou por método de coloracao
com azul de Coomassie ou por método de coloracao com nitrato de prata, de acordo com

a necessidade.

5.2.16.5 Revelagao das Proteinas por Coloracao com Azul de Coomassie

A revelagao do gel desnaturante de poliacrilamida foi realizada segundo o método
descrito por Groth [105]. Apds a corrida eletroforética as bandas proteica presentes no
gel foram reveladas apds incubagao do gel por 12 h em solucao corante de azul de coo-
massie (segao e em seguida pela descoloracao incubando o gel por 4 h em solucao
descorante de azul de coomassie (se¢ao , trocando a solugao assim que mesma

tornava-se escura.

5.2.16.6 Revelagao das Proteinas por Coloracao com Nitrato de Prata

Ao término da corrida, as bandas proteicas presentes no gel foram reveladas
utilizando-se o método descrito por Blum [I06]. O gel foi incubado sob agitagao por 1
h na solucao fixadora, em seguida lavado 3 vezes com solucao de lavagem por 10 min
cada vez. Apos as lavagens o gel foi incubado na solugao de tratamento por 30 segundos,
lavado 3 vezes com agua destilada durante 10 segundos cada uma e, em seguida, incubado
por 10 min na solugao de equilibrio. Novamente o gel foi lavado com agua destilada por
duas vezes de 10 segundos cada e revelado com a solucao de revelagao. A reacao foi
interrompida apds o aparecimento das bandas, transferindo-se o gel para a solucao de

parada.

5.2.17 Purificacao através da precipitacao de proteinas em sais

neutros.

O processo de purificacao através da precipitacao em sais neutros ocorre basica-
mente em duas etapas que sao comumentemente descritas como “salting-in” e “salting-
out”. Com a adigao de pequenas quantidades de sais em uma solucao, ha o aumento
da forca ionica do sistema. Se esta solucao contiver proteinas, as cargas provenientes
da dissociacao dos sais irao interagir com as proteinas diminuindo a interacao entre as

moléculas de proteina, aumentando assim sua solubilidade em meio aquoso. Esta etapa
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¢ a chamada “salting-in”. Porém, este processo nao ocorre indefinidamente. Com o au-
mento consideravel da forca ionica, a dgua apresenta maior tendéncia de solvatacao de
particulas menores, devido a este fato, as moléculas de agua passam a interagir com os
ions provenientes da dissociacao dos sais que acabam abandonando as moléculas proteicas,
diminuindo assim a solubilidade das proteinas em meio aquoso e consequentemente cau-
sando sua precipitagao. Este fendmeno é o conhecido como “salting-out”. Este processo
pode ser realizado com outros tipos de sais neutros, no entanto uma das caracteristicas do
sulfato de amonio é a alta taxa de aumento da forga ionica, facilitando assim o processo
de “salting-out”.

Isto posto, o experimento foi realizado adicionando-se inicialmente ao extrato
enzimatico (sobrenadante do meio de cultura) uma quantidade de 10% de seu volume de
tampao Tris-HCl 1,0M pH 6,8. Logo apéds foi adicionado sulfato de amonio em fracoes
de 10% do volume de extrato sob agitacao lenta e incubado em banho de gelo por 30
minutos. Esta etapa foi realizada até que se obtivesse amostras com as fracoes de 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, e 80% de sulfato de amonio.

As amostras contendo as diversas fracoes de sulfato de amoénio foram submetidas
a centrifugacao a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante e o precipitado foram
analisados em gel desnaturante de poliacrilamida.

Apos esta primeira etapa, as amostras foram analisadas em gel desnaturante de
poliacrilamida para definir o intervalo de sulfato de amonio onde ocorria a precipitacao
das proteinas. Para este intervalo encontrado, o processo de precipitacao foi repetido no
intuito de se refinar este intervalo para que um intervalo de fracao de sulfato de amonio

menor que 10% fosse encontrado.

5.2.18 Ensaios de cristalizacao

Os ensaios de cristalizagao foram realizados em duas etapas. Ensaio robdtico para
obtengao de condigoes iniciais de cristalizagao, e ensaio manual utilizando-se das condigoes
onde foram encontrados os melhores cristais nos ensaios robdticos. Os ensaios robéticos
foram realizados utilizando o método “sitting drop”, e os ensaios manuais, utilizando o
método “hanging drop”.

Os primeiros ensaios robdticos foram realizados no laboratoério de cristalografia do
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Instituto de Fisica da Universidade de Sao Carlos em 14/07/2012 onde foram utilizados
os kits Classic Suit I e II da Quiagen, SaltRx HT e PEGs Suit da Quiagen. Além destes,
a amostra também foi enviada ao ROBOLAB - Laboratério Automatizado de Crista-
lizagao de Macromoléculas no Laboratério Nacional de Biociéncias - CNPEM /ABTLuS
em Campinas-SP onde foram realizados os ensaios de cristalizacao utilizando-se dos kits
Crystal Screen HT, JCSG+ Suite, PACT Suite, Precipitant Synergy, SaltRx HT e Wizard
[&IT em 22-03-13 onde permaneceram durante 55 dias.

Os ensaios manuais foram realizados utilizando-se da melhor condicao de crista-
lizacao obtida nos ensaios roboticos. Foi também realizado ensaios de cristalizacao para

a proteina Lisozima.

5.2.19 Coleta de dados por difracao de raios X

A coleta de dados foi realizada utilizando-se o difratometro Bruker KAPPA APEX
DUO Diffractometer equipado com sistema de coleta em baixa temperatura. Tal infraes-

trutura encontra-se no laboratoério de cristalografia do IF-UFG.

5.2.20 Resolucgao de estrutura

A estrutura da proteina foi resolvida com o pacote de softwares ” Collaborative
Computational Project No. 4 (CCP4) - Software for Macromolecular X-Ray Crystallo-
graphy “ [107), 108] e com o software Coot [109].
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Capitulo 6

Resultados e Discussoes

6.1 Expressao das proteinas

Em trabalhos anteriores, as enzimas Endoxilanase 2 (HXYN2) e Celobiohidrolase
1.2 (CBH1.2), ambas do fungo Humicola grisea var. thermoidea, foram clonadas hete-
rologamente na levedura Pichia pastoris (linhagem GS115) [I10]. Para a expressao das
enzimas, a levedura foi cultivada em frascos de 0,5 L, em meio contendo glicerol, até atin-
gir ODggg de 1,684 e 1,285, para HXYN2 e CBH1.2, respectivamente. Nesse momento, foi
realizada a transferéncia das células para o meio de expressao (com adi¢ao de metanol a
cada 24 horas), durante 6 dias.

Os sobrenadantes dos meios de cultura, contendo as enzimas recombinantes, fo-
ram analisados, em gel desnaturante de poliacrilamida, quanto ao perfil de proteinas. As
Figuras e apresentam o perfil proteico, em funcao do tempo de expressao, do so-
brenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da
enzima CBH1.2. A Figura [6.3] apresenta o perfil proteico para a enzima HXYN2r. Em
ambos 0s casos, nota-se que a maior parte do conteido proteico destas amostras consiste
das proteinas de interesse.

O teor proteico das amostras dos sobrenadantes dos meios de cultura referentes a
24, 48, 96 e 144 horas de expressao foi aferido utilizando o método de Bradford, descrito
na secgao [5.2.14] As concentragdes obtidas encontram-se nas tabelas [6.1] e
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MW
(kDa)
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66.2
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24h 48h 72h 96h 120h 144 h 144 h”
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14.4

Figura 6.1: Perfil proteico, em fungao do tempo de expressao, do sobrenadante de cultura da linhagem
GS115 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea. Amostras
preparadas diretamente do sobrenadante. Gel corado com azul de coomassie.

144 h

(kDa) . 24h 48h 96h

Figura 6.2: Perfil proteico, em fungao do tempo de expressao, do sobrenadante de cultura da linhagem
GS115 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea. Amostras
preparadas diretamente do sobrenadante. Gel corado com nitrato de prata.

(kDa) 24h  48h 96h 144h

Figura 6.3: Perfil proteico, em fungdo do tempo de expressao, do sobrenadante de cultura da linhagem
GS115 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da enzima HXYN2 do fungo H. grisea. Amostras
preparadas com precipitante TCA. Gel corado com azul de coomassie.
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Tabela 6.1: Concentracdes totais de proteinas no sobrenadante de cultura apés 24, 48, 96 e 144 horas
de expressao para a enzima CBH1.2 (linhagem GS115). Quantificacdo via método de Bradford.

Tempo de Expressao Concentra¢ao em pug/uL

24h 0,06 £ 0,01

48h 0,070 & 0,003
96h 0,094 & 0,007
144h 0,106 % 0,005

Tabela 6.2: Concentracdes totais de proteinas no sobrenadante de cultura apds 24, 48, 72, 96, 120 e 144
horas de expressao para a enzima HXYN2 (linhagem GS115). Quantificagdo via método de Bradford.

Tempo de Expressao Concentracao em pug/ul

24h 0,414 £ 0,006
48h 0,482 + 0,005
72h 0,44 + 0,01
96h 0,443 & 0,007
120h 0,46 £ 0,01
144h 0,46 + 0,03

6.2 Dosagem da Atividade Enzimatica

Os sobrenadantes dos meios de cultura para HXYN2r foram analisados quanto a
atividade sobre xilana (atividade xilanolitica). J& os sobrenadantes para CBH1.2 foram
analisados quanto a atividade sobre carboxi-metil-celulose (CMC) (atividade CMCase).
Em ambos os casos, foi utilizado o métodos dos agiicares redutores para realizar a quan-
tificagao dos agucares liberados [102].

A Figura mostra o perfil de atividade CMCase, em funcao do tempo de
expressao, para o sobrenadante do meio de cultura da levedura P. pastoris produtora
da enzima CBH1.2 de H. grisea. Observa-se um méaximo de atividade apds 72 horas
de expressao, sendo a atividade de 0,39 + 0,05 U/mL. Esse resultado é semelhante ao
encontrado anteriormente para a expressao heterdloga em P. pastoris da mesma proteina
[110].

A Figura [6.5| mostra o perfil de atividade xilanolitica, em funcao do tempo de
expressao, para o sobrenadante do meio de cultura da levedura P. pastoris produtora da
enzima XHYN2 de H. grisea. Nesse caso, foi obtido um pico de atividade apds 48 horas
de expressao, sendo a atividade de 23,1 + 1,1 U/mL.

Com base nos resultados apresentados acima, podemos concluir que as enzimas

CBH1.2r e HXYN2r foram expressas biologicamente ativas e em quantidades satisfatorias
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045 —
04 —|
I ] r {
E
= 035 —
= ] —
=
u |
= 4 -
u T L ]
E 03—
o |
o i
-
m 4 @ - *
= -
2 025 -
1 -
< ]
1° L J
0.2 —
T [ ] Frascos com retirada de all'quol:a a cada 24 horas.
':'»15||||||||||||||||||||||||||||
20 40 &0 &0 100 120 140 160
Tempo (h)

Figura 6.4: Perfil de atividade CMCase, em fun¢ao do tempo de expressdo, para o sobrenadante do
meio de cultura da levedura P. pastoris (linhagem GS115) produtora da enzima CBH1.2 de H. grisea.
Cultivo em meio BMMY-U a 30 °C e 200 rpm.
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Figura 6.5: Perfil de atividade xilanolitica, em fun¢ao do tempo de expressdo, para o sobrenadante do
meio de cultura da levedura P. pastoris (linhagem GS115) produtora da enzima HXYN2 de H. grisea.
Cultivo em meio BMMY-U a 30 °C e 200 rpm.
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para a realizacao dos ensaios seguintes.

6.3 Purificacao das proteinas

Os ensaios de purificagao foram realizados com intuito de estabelecer um pro-
tocolo de purificacdo para as proteinas em questao. A purificacdo por precipitacdo com
sulfato de amonio tem as vantagens de remover residuos de materiais insoliveis do ex-
trato, concentrar solucoes diluidas de proteinas, baixo custo e baixa toxicidade. Além
disso, esse processo nao altera a atividade proteica, ou seja, nao desnatura as proteinas,
mantendo a integridade estrutural das mesmas. A busca por um protocolo para puri-
ficacao das proteinas foi realizada de acordo com o procedimento descrito na secao
para separar a proteina de interesse de possiveis contaminantes.

A Figura mostra o perfil proteico, em fun¢ao da concentracao de sulfato de
amonio, do sobrenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura P. pastoris contendo
o ¢cDNA da enzima CBH1.2. A partir desta figura, nota-se que com 40% de sal ja ocorre
a precipitacao das enzimas. A Figura apresenta o perfil proteico do precipitado e do
sobrenadante, para o intervalo de 30 a 40% de adi¢ao de sulfato de amonio, apds centri-
fugacao. Desta forma, as duas figuras deixam claro que com 30% de sal, a enzima CBH1.2
ainda estd soltivel, mas, com 40% ocorre a precipitacdo. Para refinar esse intervalo, foi
realizada a andlise do perfil proteico, do precipitado e sobrenadante, para adigoes de 30,
33 e 36% de sulfato de amonio, (Figura[6.8)).

Desta forma, fica entao definido que o melhor intervalo de precipitacao para a
enzima CBH1.2r foi de 32 a 37% de sulfato de amonio em relacao ao volume inicial de
sobrenadante do meio de expressao para estas amostras.

De forma similar, ensaios de precipitacao por sulfato de amonio para a enzima
HXYN2r foram realizados. A Figura mostra o perfil proteico, em fun¢ao da concen-
tragao de sulfato de amonio, do sobrenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura
P. pastoris contendo o cDNA da enzima HXYN2. Com 30% de sal, ocorre precipitacao
de grande parte da enzima do sobrenadante. Novamente, para refinar esse intervalo, a
analise do perfil proteico, do precipitado e sobrenadante, para adicoes de 12, 14 e 24%

de sulfato de amonio, foram realizadas (Figura |6.10). Assim, o melhor intervalo de pre-
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0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 6.6: Perfil proteico, em fungao da concentracio de sulfato de amonio, do sobrenadante de cultura
da linhagem GS115 da levedura P. pastoris contendo o ¢cDNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea.
Gel corado com azul de coomassie.

MW O (y Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet
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Figura 6.7: Perfil proteico do precipitado e sobrenadante, para adicoes de 30 e 40% de sulfato de amonio,
ap0s centrifugacao do sobrenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura P. pastoris contendo o
c¢DNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea. Gel corado com azul de coomassie.

cipitacao para a enzima HXYN2r nestas amostras foi de 14 a 24% de sulfato de amoénio
em relacao ao volume inicial de sobrenadante do meio de expressao.

Além das tentativas de purificacao por precipitacao com sulfato de amonio, foram
realizados ensaios de purificacao da enzima HXYN2r utilizando membranas de ultrafil-

tragao. Para isso, o sobrenadante de cultura foi primeiramente submetido a centrifugacao
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MW 0, Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet
0% 30% 30% 33% 33% 36% 36%

Figura 6.8: Perfil proteico do precipitado e sobrenadante, para adi¢oes de 30, 33 e 36% de sulfato
de amoénio, apés centrifugacao do sobrenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura P. pastoris
contendo o cDNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea. Gel corado com azul de coomassie.

MW
kDa — 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 6.9: Perfil proteico, em fungao da concentracio de sulfato de amonio, do sobrenadante de cultura
da linhagem GS115 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da enzima HXYN2r do fungo H. grisea.
Gel corado com azul de coomassie.

a 2.500 x g por intervalos de 10 em 10 minutos a 4 °C (até que todo o volume da amostra
fosse filtrado) em membrana de ultrafiltragdo com corte de peso molecular de 30 kDa.
Posteriormente, o mesmo processo foi repetido utilizando membrana com corte de peso
molecular de 10 kDa. Nessa ultima etapa, além de purificar a amostra a mesma também
era concentrada. A figura Figura apresenta uma amostra da enzima HXYN2r no

concentrador de corte de peso molecular de 10 kDa, a solucao concentrada apresenta
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MW Sobrenadante Pellet Pellet Sobrenadante Pellet 1 Pellet 2
kDa 0% 12% 12%  14% 24% 24%  24%

116.0
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25
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Figura 6.10: Perfil proteico do precipitado e sobrenadante, para adi¢oes de 12, 14 e 24% de sulfato
de amoénio, apés centrifugacao do sobrenadante de cultura da linhagem GS115 da levedura P. pastoris
contendo o cDNA da enzima HXYN2 do fungo H. grisea. Gel corado com azul de coomassie.

coloracao mais escura. O perfil proteico, em gel desnaturante, desse procedimento para

HXYN2r pode ser visto na Figura [6.12]

Figura 6.11: Amostra da enzima HXYN2r no concentrador com corte de peso molecular de 10 kDa de
corte. Vemos que a solugdo proteica concentrada apresenta colora¢ao mais escura.

Este ultimo resultado mostra que a utilizacao de membranas de ultrafiltracao
fornecem uma quantidade satisfatéria de enzima com pureza suficiente para a realizacao

de ensaios de cristalizacao.
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