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Obtencao de enzimas por técnicas de Biologia molecular e Bioinformatica
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1. INTRODUCAO

A biocatélise € uma ferramenta que contribui para a crescente demanda
mundial por fontes de energia renovaveis. Nos ultimos anos, foi possivel observar
uma intensa aplicacdo sustentavel de enzimas para producéo de biocombustiveis
(Abdelraheem et al., 2019). O Biocombustivel tem origem bioldgica nédo fossil,
produzido a partir de processos sob a biomassa. Os de primeira geracdo sao
aqueles que utilizam soja, milho e cana-de-acucar e sua producao ocorre através
da fermentacado. Ja os de segunda geracdo sdo constituidos pelo bioetanol e o
biodiesel produzidos a partir de diferentes fontes de biomassa vegetal, dando-se
preferéncia para matérias-primas nao utilizadas na alimentacdo humana (Robak &
Balcerek, 2018). Para alcancar uma conversao eficiente de biomassa, um coquetel
enzimatico com diferentes enzimas € utilizado para realizar a hidrolise. Devido sua
capacidade de degradar polimeros de celulose, as celulases, sdo amplamente
aplicadas na industria. Essas enzimas séo classificadas em trés grandes grupos,
de acordo com seu local de atuacdo no substrato celulésico, séo eles:
Endoglucanases (EGs), Exoglucanas e Beta-glicosidades.

As EGs sdo comumente utilizadas na industria do bioetanol de segunda
geracdo, uma vez que iniciam a hidrolise nas regides internas da estrutura da
massa celulésica. Estudos estimam que 0s coquetéis para desconstrucdo da
biomassa sdo compostos por aproximadamente 60% CBHs, 15% EGs e 2% BGs,
além de enzimas acessoérias (Garvey et al., 2013). A hidrolise enzimatica € a etapa
gue mais eleva os custos, dificultando a producédo industrial, além disso, 0 processo
ocorre entre 40-50°C, tem baixas taxas de producdo de aguUcares, e facilmente
ocorre contaminacao bacteriana (lbraim et al., 2021). Para superar essas limitacdes
€ possivel utilizar ferramentas de bioinformatica estrutural combinadas a tecnologia
do DNA recombinante para obtencédo tanto de novas enzimas quanto de enzimas
modificadas adaptadas a temperaturas extremas.

Ferramentas de Bioinformatica podem contribuir para a engenharia de
proteinas permitindo mudar a sequéncia de aminoacidos nativos de uma proteina
afim de introduzir uma nova propriedade, ou melhorar uma funcdo ja existente
(Arnold, 1993). A expresséao de proteinas recombinantes passa por varias etapas
como a selecdo do gene de interesse, clonagem do vetor, transformagao no
hospedeiro escolhido, expresséo e inducéo e, entdo, a proteina esta pronta para
purificagcdo e caracterizagdo. Diversos fatores podem interferir nesse processo
como baixa taxa de crescimento do hospedeiro, formacéo de corpos de incluséo,
inatividade proteica e, até mesmo, a ndo obtencao da proteina alvo. Tendo em vista
essa problematica, esse trabalho teve como obijetivo identificar, caracterizar e
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aplicar metodologias in silico em enzimas de interesse industrial através de
metodos computacionais e experimentais.

2. METODOLOGIA

Primeiramente, uma prospecc¢ao computacional foi realizada em diferentes
bancos de dados, onde uma molécula apresentou-se como melhor candidata para
prospecgéao in vitro. A fim de avaliar se a enzima poderia ter afinidade com o
substrato celulésico, foi realizado o docking molecular com a celotetraose usando
0 programa Autodock Tools.

ApoOs a confirmagdo da afinidade da enzima ao substrato por docagem
molecular, o gene sintetico foi desenhado com cédons para expressao em bactéria,
ligado ao vetor pAE. O gene foi obtido junto a empresa especializada (EPOCH,
EUA). O vetor contendo o gene das enzima EG2 foi clonada em cepas de E.coli .
As células transformadas com o plasmideo recombinante foi crescida em meio
Luria-Bertani (LB, Difco) suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e para
algumas cepas, com 50 pug/mL clorafenicol até a fase log de crescimento ( DO600=
0,6-0,8), em agitador orbital (37°C, 200 rpm).

Foram utilizados 2 protocolos diferentes de expressao para a enzima EG2 em
7 cepas de E.coli. No primeiro, a inducao ocorreu pela adicdo de 1 mM de isopropil-
B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e crescimento das células por 3:30h a 37°C; ja
no segundo, a inducéo ocorreu overnight a 28°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14.000rpm, por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi separado para
obtencao da enzima recombinante soluvel, utilizando o tampao Wash (pH 8, 20mM
de imidazol). Enquanto os pellets foram ressuspendidos em tampédo de
solubilizacdo Wash com uréia (pH 8, 20mM de imidazol) para obtencéo das fracdes
insoluveis. As fracdes contendo as enzimas foram verificadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot com anticorpo anti-his-tag
conjugado a Peroxidase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, a selecdo das enzimas foi realizada usando
diferentes abordagens, incluindo extensa andlise de Bioinformatica. Por exemplo,
o docking da EG2 com a celotetraose apresentou um alto valor de energia de
ligacdo (-7.2 kcal/mol), estando corretamente posicionada na fenda catalitica e
formou pontes de hidrogénio com os glutamatos cataliticos

Figura 1: Andlise de docking molecular da enzima EG2 e celotetraose
utilizando o software Plip. A e B: encaixe da celotetraose na fenda catalitica.
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Na figura 2 a) pode se observar que as cepas C41, C43 e Rosetta foram
capazes de expressar a enzima EG2, uma vez que a mesma possui em torno de
35 kDa com o protocolo de indugdo 3:30h a 37C. Ja na figura 1 b) é possivel
observar que as cepas induzidas de Star, Rosetta, De3, Solu e C41 foram capazes
de expressar a enzima EG2 com o protocolo de indug&o overnight a 28C.
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Figura 2: a) Western Blot das por¢des induzidas e ndo induzidas do extrato
total da EG2 em diferentes cepas de E.coli, sendo elas representas como: 1 -
Solu n&o induzida; 2 - Solu induzida; 3 - C41 néo induzida; 4 - C41 induzida; 5 -
C43 néo induzida; 6 - C43 induzida; 7 - Rosetta ndo induzida; 8 - Rosetta
induzida; 9 - DE3 néo induzida; 10 - DE3 néo induzida, 11 - Ril ndo induzida; 12 -
Ril induzida; Induzido a 3:30h em 37°C. b) Western Blot das por¢des induzidas
do extrato total da EG2 em diferentes cepas de E. coli, sendo elas representadas
por: 1 — Star; 2 — Rosetta; 3 — De3; 4 — Solu; 5 — Ril; 6 — C41; 7 — C43; Induzidos
overnight em 28 °C.

Outros estudos foram capazes de expressar EGs com sucesso em cepas de
E.coli, como descrito por Guan et al. (2017). Onde o mesmo utilizou a cepa BL21
(DES3) Rosetta. purificadas. Em contra partida outros autores relatam a dificuldade
de expresséo de celulases em E. coli devido a baixa produtividade, baixo indice de
secrecdo de proteinas sollveis e baixa especificidade da enzima expressa (Jung
et al., 2012). Aqui mostramos a expressdo desta enzima em E. coli de forma
satisfatoria em diferentes cepas sendo necessario agora a caracterizacao da
atividade da enzima e determinacéo de sua solubilidade.

4. CONCLUSOES

A partir deste estudo foi possivel avaliar a aplicacdo de técnicas de
bioinformatica e expresséo de proteinas recombinates para producdo de enzimas
de interesse industrial. Posteriormente pretende - se realizar o protocolo de
recuperacdo destas moléculas através da purificacdo e avaliar a atividade
enzimatica das mesmas.
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