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RESUMO

Com a crescente preocupacdo com as mudancgas climéticas, ha um esforgo global para
o desenvolvimento de novas tecnologias de producdo energética a partir de matrizes
renovaveis. Neste cenario, a producéo de etanol utilizando biomassa lignoceluldsica ganha
grande atencdo. Um dos problemas associados a aplicacdo direta desta tecnologia esta na
incapacidade da levedura Saccharomyces cerevisiae em produzir etanol utilizando xilose.
Isto se deve ao desbalanco redox nas duas primeiras etapas da via de catabolismo deste
acucar, criado pelas enzimas xilose redutase (XR) e xilose desidrogenase (XDH) que
utlizam NAD* e NAD(P)H como cofatores. Na tentativa de compensar este efeito, a enzima
xilose isomerase (XI) de Burkholderia cenocepacia foi clonada em S. cerevisiae, pois
catalisa a conversdo direta de D-xilose a D-xilulose utilizando Mg?* como cofator. A
expressdo desta enzima recombinante aumenta a taxa de consumo de xilose durante a
fermentacdo, assim como a produtividade de etanol, com o melhor resultado reportado até
o0 momento. No entanto, pouco se sabe sobre o funcionamento desta enzima. A fim de
melhor compreender os resultados obtidos, foi feita a expresséo desta proteina fusionada
a cauda His em E. coli e em seguida sua purificagdo. A andlise funcional mostrou alta
atividade especifica a 37°C em pH 7,2, indicando que esta proteina consegue manter sua
atividade em diversas condi¢cdes. Os valores de Km e Vmax para D-xilose foram
determinados. O Km se mostrou 3 vezes menor que os melhores resultados reportados até
0 momento, consequentemente influenciando no fluxo metabdlico para a producédo de
etanol durante a fermentacéo. Sendo assim, estes dados foram utilizados para a construcao
de um modelo tedrico da proteina gerado por modelagem comparativa, onde foram feitas
analises de estrutura global, predicdo dos sitios de ligacdo a ions metélicos, modo de
ligacdo do substrato e geometria do sitio ativo. O refinamento dos complexos proteina-
substrato foram feitos em simulagfes de dinamica semelhantes as condi¢cdes de bancada
e revelaram grande estabilidade da estrutura global e estruturas secundarias, assim como
da ligacao da xilose ao sitio ativo. No entanto, percebe-se que regides expostas ao solvente
possuem um grau de flexibilidade maior em relacdo ao sitio ativo. Andalises de superficie
eletrostatica revelaram que mutac¢des proximas ao sitio ativo podem ser responsaveis pela
mudanca de carga na entrada deste motivo, que influencia na capacidade de interacéo da

proteina com o substrato.

Palavras chave: Etanol. 2. Bioquimica. 3. Xilose Isomerase 4. Biomassa. 5. Fermentacao.

6. Modelagem Comparativa.



ABSTRACT

The growing concern about climate change has created a global effort to develop new
energy production technologies from renewable sources. In this scenario, the production of
lignocellulosic ethanol receives great attention. One of the problems associated with the
direct application of this technology lies in the inability of the yeast Saccharomyces
cerevisiae to produce ethanol using xylose as sole carbon source. This is due to the redox
imbalance in the first two steps of this sugar catabolism pathway, created by NAD*-
dependent xylose reductase (XR) and NAD(P)H-dependent xylose dehydrogenase (XDH).
In order to bypass the native route the recombinant xylose isomerase (XI) from Burkholderia
cenocepacia was cloned into the yeast S. cerevisiae, as it catalyzes the direct reaction of D-
xylose to D-xylulose using the ion Mg2* as a cofactor. The expression of this enzyme was
proven to increase the rate of xylose consumption as well as ethanol productivity, with no
xylitol accumulation during fermentation. However, little is known about the functioning of
this enzyme. In order to better understand the results obtained, the His-tagged recombinant
Xl was expressed in E. coli and further purified. Functional analysis showed high activity at
37°C and pH 7.2, indicating that this protein is active in a wide range of environments. Vmax
and Km parameters were determined. The apparent Km for xylose has shown to be 2-3 fold
smaller than the best results published to date, and could be responsible for altering the
metabolic flux towards ethanol production during fermentation. Thus, the in vitro assay
conditions were used to build theoretical models by comparative modelling. The overall
structure, metal binding sites, xylose binding sites and active site geometry were
investigated and have shown to be highly conserved among species. Energy minimization
and molecular dynamics simulation were performed in order to refine the models in
conditions similar to the enzymatic assays. Data have shown that regions exposed to solvent
are likely to be more flexible than regions closer to the active site. Furthermore, secondary
and overall structure showed great stability as well as xylose conformation at the active site.
Electrostatic surface analysis have shown that mutations close to the active site entrance
might be responsible for altering the interaction between protein and substrate, thus

interfering with enzyme activity.
Keywords: 1. Ethanol. 2. Biochemistry. 3. Xylose Isomerase. 4. Biomass. 5. Fermentation.

6. Comparative Modelling.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente preocupacdo com as mudancas climaticas, majoritariamente
causadas pela combustdo de combustiveis fésseis, ha um esfor¢co global para o
desenvolvimento de novas formas de producdo energética a partir de matrizes renovaveis
(Jacobsen & Wyman, 2000). O principal candidato para a substituicdo da gasolina € o
etanol, devido a sua menor emissdo de gases apos a combustdo (Lopes et al., 2016).
Dentro deste contexto, o Brasil destaca-se no cenario mundial por ser o segundo maior
produtor de etanol. Com o crescimento populacional e a crescente demanda do mercado,
politicas governamentais foram criadas para incentivar o uso do etanol, como a criagéao de
variedades da cana de agucar com maior rendimento e a fabricagdo de motores veiculares

capazes de funcionar com diferentes misturas de gasolina e etanol (Lin & Tanaka, 2006).

1.1. O Brasil no contexto da producao de etanol mundial

O processo de producédo de etanol pode variar majoritariamente no tipo de matéria prima
utilizada. Os EUA e Europa utilizam majoritariamente fontes amilaceas (milho, trigo, batata)
para a obtencdo dos acUcares fermentesciveis, enquanto o processo brasileiro utiliza a
cana de acucar (Basso et al., 2011). O processo pode ser dividido em trés etapas principais:
obtencdo da mistura sacaridica, fermentacdo e purificacdo do etanol. A primeira etapa
comeca com a moagem das fibras de cana de acucar para que se extraia 0 suco com alto
conteldo de sacarose (Cardona e Sanchez, 2007). Dependendo da concentracdo de
acucares presentes no suco, pode haver a adicdo de agua ao xarope, a fim de evitar o
estresse osmotico nos microrganismos responsaveis pela fermentacao (Ivorra et al., 1999).
A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 microorganismo mais utilizado para a
fermentacdo, devido a sua alta capacidade de conversdo de hexoses a etanol. Com o
objetivo de aumentar a concentracao de etanol produzida, altas densidades celulares sao
utilizadas. Para isso, é feito o reciclo de até 90% da biomassa de leveduras de uma rodada
de fermentacdo na rodada seguinte. O processo de reciclo consiste na utilizacdo de um
acido forte (normalmente acido sulfarico) em uma diluicéo suficiente para atingir valores de
pH tdo baixos quanto 2,0 (Fischer et al., 2008). Este processo ajuda na reducdo de
contaminacao bacteriana e reduz o custo associado a preparacao de indculos (Della-Bianca
& Gombert, 2013; Della-Bianca et al., 2014). Por consequéncia, atingem-se altas
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densidades celulares dentro das dornas de fermentagcdo (10-17% peso Umido/v), que
contribui para um tempo de fermentacdo extremamente curto, variando entre 6 e 11 horas
(Basso et al., 2008). Ap6s a fermentacdo, o etanol € separado da mistura através de
destilacdo, produzindo o etanol hidratado utilizado como combustivel. Para a producéo de
etanol anidro, usado na mistura da gasolina, é necesséaria uma segunda etapa de destilacdo

seguida de uma etapa de desidratacdo (Mussato et al., 2010).

Estima-se que na safra 2016/17 haja a producdo de aproximadamente 694 milhdes de
toneladas de cana de acuUcar, que representa um crescimento de 4,4% na safra anterior
(2015/2016). Para isso, houve um aumento de 5,3% na area de colheita se comparado com
a safra 2015/16. A destinacao do suco da cana de acucar é dependente da flutuacédo de
precos do acgucar, do etanol combustivel (hidratado) e da gasolina durante a safra. A
projecao da producéo de etanol é de cerca de 27,9 bilhdes de litros, havendo um aumento
na producao de etanol anidro (utilizado na mistura da gasolina) de 1,5% (CONAB, 2016).
Por consequéncia, cerca de 222 milhdes de toneladas de bagaco de cana de acucar devem
ser produzidos nesta safra. Este residuo possui diversas finalidades, dentre elas
alimentacao do gado, cobertura da area de plantio para prevencdo da erosao e cogeracao
de energia. O bagaco da cana de acUcar possui um alto poder calorifico e por isso a
combustdo deste material € feita em caldeiras utilizadas para a geracdo de energia em
usinas. Cerca de 85% do bagaco € utilizado para esta finalidade, o que corresponde a
76,82% da biomassa utilizada para a geracdo de energia. Este montante chega a
representar 8,93% da matriz de energia elétrica brasileira (Aneel, 2016). Quando este
residuo ndo possui destinacdo adequada, torna-se um poluente junto as cinzas

provenientes da sua combustao.

Por outro lado, a eficiencia média do processo de fermentacdo das usinas
sucroalcooleiras brasileiras ja encontra-se proximo do maximo teorico (Basso et al., 2008).
Além disso, a expansdo das areas cultivaveis encontra embargos politicos e sociais,
impedindo o aumento desmedido da area de cultivo (Brown et al., 2013). Nesse contexto,
o0 uso de biomassa lignoceluldsica, especialmente de residuos agroindustriais, como 0
bagaco da cana de acucar, para a producdo de combustiveis liquidos ganha grande

atencéo.
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1.2. O etanol lignocelulésico (etanol 2G)

A biomassa residual da cana de acucar (bagaco e palha) é constituida de celulose,
hemicelulose e lignina, majoritariamente. Este material possui um alto teor de carboidratos,
presentes nos polimeros da celulose (40-50% da biomassa) e hemicelulose (20-40% da
biomassa). Além disso, quase todo o conteldo restante corresponde a lignina. A lignina é
a responsavel pela resisténcia fisica do vegetal e previne a acdo microbiana. Ja no
processo de producéo do etanol, este componente € um dos principais desafios da industria
pois dificulta o processamento apds a separacdo dos polimeros e a total conversdo a
acucares livres por enzimas hidroliticas. A conversdo da biomassa em etanol consiste das
seguintes etapas: pré tratamento, hidrélise e fermentacdo. O pré tratamento da biomassa
tem por objetivo desfazer a estrutura cristalina dos polissacarideos da celulose e
hemicelulose, permitindo entdo a separacdo das fracdes de celulose e hemicelulose
(Figura 1). Com este processo, 0 acesso de agentes quimicos é facilitado, permitindo a
guebra das ligacdes de hidrogénio intramoleculares do polimero (etapa conhecida como
hidrolise ou sacarificacdo). Para a degradacdo da celulose, enzimas como as
endoglucanases (EC 3.2.1.4) e exoglucanases (EC 3.2.1.91) s&o utilizadas para a liberacao
de glicose. Ja no caso da hemicelulose, devida a sua grande complexidade estrutural, é
necessario que se utilizem misturas enzimaticas que sejam capazes de quebrar os
diferentes tipos de ligacdo presentes nesta molécula. No entanto, o custo de producédo
destas enzimas ser um fator limitante para a sua utilizacdo em escala industrial. Agentes
guimicos, como acidos fortes na presenca de alta temperatura e pressdo sdo comumente
utilizados. (Vasquez, 2007). Porém, o uso de altas temperaturas e o baixo pH estao
associados a producéo de inibidores da fermentacédo em leveduras.
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Figura 1. Esquema do efeito do pré tratamento na biomassa lignocelulésica. A

estrutura cristalina dos polimeros sacaridicos € parcialmente destruida, permitindo o
acesso de enzimas ou agentes quimicos na etapa de hidrolise. Adaptado de (Mosier et al.,
2005).

Vérias construcfes de microorganismos recombinantes foram investigadas a fim de
analisar sua capacidade de fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos na presenca de
inibidores (Zaldivar et al., 1999). Dentre os principais inibidores gerados, destacam-se 0
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (Binder et al., 2010; Zaldivar et al., 2000). Sabe-
se que o furfural € um potente inibidor da producéo de etanol, no entanto o seu mecanismo
de acédo ainda nao esta completamente esclarecido e ainda requer mais estudos. Ja o acido
acético é capaz de atravessar a membrana plasmatica da levedura e na presenca do pH
acido citosolico é desprotonado. Desta maneira, a molécula ndo consegue ser carreada
para fora da célula, levando a acidificacéo do citoplasma, que gera a inibicdo das proteinas
deste compartimento e por consequéncia uma menor produtividade de etanol (Demeke et
al., 2013).

Os hidrolisados provenientes da biomassa possuem diversas variedades de
acucares, sendo a glicose e a xilose os monossacarideos predominantes. Sendo assim,
para que se tenha um alto rendimento do processo fermentativo do etanol de segunda

geracado (2G), € necessario que se faca a fermentacéo simultanea dos dois agucares.
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1.3. Fermentacédo de glicose pelalevedura S. cerevisiae

A fermentacgéo da glicose se inicia pela difuséo facilitada através dos transportadores
da familia HXT e pelo transporte ativo impulsionado pela for¢ca préton motriz, que permite o
acumulo intracelular da glicose (Stambuk et al., 2008). Apdés a sua absorcdo, duas
moléculas de ATP (adenosina trifosfato) sdo utilizadas para que haja a modificacdo a
glicose-6-P, frutose-6-P e frutose-1,6-bifosfato. Imediatamente apos a molécula é quebrada
em dois composto de trés carbonos: gliceraldeido 3-fosfato (G3P) e dihidroxiacetona fosfato
(DHAP), sendo o ultimo também convertido a G3P pela enzima triosefosfato isomerase.
Sendo assim, esta molécula segue na segunda etapa da via glicolitica onde é convertida
em multiplas reagcBes em duas moléculas de piruvato. Durante essas reacdes ocorre a
reducdo de duas moléculas de NAD* a NADH e a formacéo de quatro moléculas de ATP a
partir da fosforilagdo a nivel de substrato. Com isso, obtém-se um saldo positivo de duas
moléculas de ATP para cada molécula de glicose que é oxidada. Apos a glicdlise, as duas
moléculas de piruvato sdo convertidas a duas moléculas de acetaldeido e CO2. Este
produto é entdo reduzido por duas moléculas de NADH, que formam o etanol, produto final

da fermentacéo (Tortora et al., 2005).

A fermentacado alcodlica pode ocorrer por duas vias distintas interconectadas: alta
concentracdo de glicose e auséncia e/ou baixa concentracdo de oxigénio (anaerobiose).
Nas dornas de fermentacéo, o indutor da fermentacao € a alta concentracdo de sacarose,
gue apos ser hidrolisada libera uma molécula de glicose e uma de frutose. Ainda que haja
a presenca de oxigénio, a levedura ird metabolizar a glicose via fermentacdo, efeito
conhecido como represséo catabdlica ou efeito Crabtree (Crabtree, 1929). Desta forma,
gracas a inibicdo das vias respiratorias, a atividade glicolitica da célula pode aumentar em
até 8 vezes (Oreb et al., 2012). A repressao por glicose permite que usinas sucroalcooleiras
possam utilizar dornas de fermentacdo abertas, o que reduz custos em equipamentos,
sistemas de controle de presséo interna (gerado pela liberagdo de CO2 durante o processo),
sistemas de resfriamento e utilizacdo de gases inertes para criagdo de atmosfera

anaerobica.
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Figura 2. Representacdo esquematica da ligacdo entre vias que sinalizam o
metabolismo de glicose em levedura. A glicose ativa os sensores de glicose Rgt2/Snf3, que
por sua vez, ativam Yckl levando a fosforilagdo de Mth1. O complexo Mth1/Std1 é degradado pelo
proteassomo quando fosforilado. Uma cascata de sinalizacdo dependente de PKA é ativada via
Gprl/Gpa2. Este complexo é responsavel por ativar a adenilato ciclase (Cyrl), produz cAMP
responsavel por regular a ligacdo da subunidade Bcyl a PKA. Por sua vez, PKA é responsavel pela
fosforilagdo de Rgtl, que nesta forma € dissociado do complexo Ssn6/Tupl, impedindo sua ligacao
ao DNA e desreprimindo seus genes alvo, como Hxt e Hxk2. A presenca de glicose estimula a
repressao da quinase Snfl e de genes da respiracao através de Migl. A expressao de Mig2 é
induzida pela via Rgt2/Snf3. A repressédo do gene snf3 por Migl indica que Snf3p possui um papel
de sensor de glicose de alta afinidade, representando a integracdo entre a sinalizacdo de glicose e
vias de repressao. Adaptado de (Kim et al., 2013).

O efeito Crabtree é resultado da conexao entre duas vias de sinalizacao da glicose:

(i) a via Rgt2/Snf3, induzida por glicose, responsavel pela absorcdo do acucar; (ii) a via
Snfl/Migl, que regula positivamente os genes envolvidos na oxidagdo da glicose e faz a
regulacdo negativa dos genes do metabolismo de agucares alternativos (Figura 2). Uma
vez que a geracdo de energia atraves da glicélise € ineficiente, se comparada a fosforilagéo
oxidativa, células de leveduras compensam aumentando o niumero de transportadores Hxt
em sua membrana plasmatica, permitindo que se ultrapasse uma das etapas limitantes do
metabolismo de glicose, sua absor¢éo. Esta levedura possui ao menos 6 transportadores
de glicose desta familia (Hxt1, 2, 3, 4, 6 e 7), onde todos apresentam afinidades diferentes
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para hexoses. Sendo assim, a célula expressa somente 0s transportadores mais
adequados para a concentracdo de glicose disponivel no ambiente. Uma vez que haja o
acumulo intracelular de glicose, o fator de transcricdo Migl é translocado do citoplasma
para o nucleo e liga-se aos repressores Tupl e Ssn6, promovendo a repressao de genes
regulados por glicose. Este mecanismo é dependente da sinalizacdo intracelular via
Rgt2/Snf3, que ativam Yckl, quinase responsavel pela fosforilacdo de Mthl. Quando Mthl
estd fosforilada e complexada a Stdl, o complexo € ubiquitinado e degradado no
proteassomo. Quando este processo acontece, Rgtl se torna disponivel para fosforilacdo
por PKA, que nesta forma esta dissociado do complexo Ssn6/Tupl, impedindo sua ligacao
ao DNA e desreprimindo seus genes alvo, como Hxt e Hxk2. A cascata de sinalizacédo
dependente de PKA ¢é ativada via Gprl/Gpa2. Este complexo é responsavel por ativar a adenilato
ciclase (Cyrl), produzindo AMP ciclico (cCAMP), responsavel por regular a ligacdo da subunidade
Bcyl a PKA. A regulacdo de Migl € dependente da expressao de Mig2, gene esse induzido
pela via Rgt2/Snf3. A repressao do gene snf3 por Migl indica que Snf3 possui um papel de
sensor de glicose de alta afinidade. Com isso, em poucos instantes, 0 processo de
producdo de ATP leva a diminuicdo de AMP (adenosina 3’,5’-monofosfato) e inativa a
proteina quinase Snfl (homdlogo a AMPK). Quando a concentracdo extracelular de glicose
€ diminuida ou esgotada, Snflp é ativado via fosforilacéo, levando a translocacéo de Migl
de volta do nucleo ao citoplasma, consequentemente desreprimindo seus alvos (Kim et al.,
2013).

1.4. Fermentacdo de xilose por S. cerevisiae

A fermentacao simultanea de xilose e glicose se faz necessaria para que o processo de
producdo do etanol 2G seja economicamente vidvel. E necessario que seja utilizado
somente um microrganismo capaz de fermentar na presenca de misturas de acgucares e
forme apenas um produto final (van Maris et al., 2006 ; Harun et al., 2010). A cadeia principal
da hemicelulose presente na biomassa de cana de acUcar € composta majoritariamente por
xilana, um polimero feito de unidades de B-D-Xilose em ligagbes B-1,4. A incapacidade da
levedura Saccharomyces cerevisiae de produzir etanol a partir de xilose € um dos
problemas associados com a aplicagdo direta desta tecnologia (Moysés et al., 2016).
Apesar de ser capaz de fazer a fermentacao alcéolica de hexoses, como glicose e frutose,

com alta eficiéncia, este microrganismo é ineficiente na producéo de etanol a partir da
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xilose. No entanto, em condi¢Bes de anaerobiose, esta levedura é capaz de produzir etanol

a partir de D-xilulose, isdmero da xilose.

O metabolismo de xilose em S. cerevisiae requer a captacdo do acUcar por
transportadores de hexose ndo especificos da familia HXT (Kruckeberg, 1996). Entéo, a
xilose € reduzida a xilitol pela enzima Xilose Redutase (XR), seguida de uma oxidacao a D-
xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). Estas reacfes sdo NAD(P)H e NAD*
dependentes, respectivamente. A D-xilulose precisa ser fosforilada pela xiluloquinase (XK)
para que seja metabolizada na via das pentose fosfato (PPP) e subsequentemente na via
glicolitica. No entanto, a utilizacdo destes dois cofatores leva a um desbalanco redox
citosolico. Isto se deve ao fato de S. cerevisiae ndo possuir atividade da enzima
transhidrogenase, e por isso, ndo converte NADH a NAD(P)H, causando um acumulo de
NADH citosolico (Figura 3) (Bruinenberg, 1985). Uma consequéncia disso € o acumulo de
intermediarios das vias, como xilitol e glicerol. Tentativas de construcdo de clones através
da substituicdo de uma das enzimas para que houvesse a utilizacdo de somente um cofator
[NAD(P)H ou NAD"] falharam em produzir uma cepa capaz de fazer a fermentacéo alcodlica
eficiente de glicose e xilose simultaneamente, sem acumulo de subprodutos (Matsushika,
2009).

D-Xilose
NADPH > XR
NADP+ Glicose-6P
XI D-Xilitol
NAD+
> XDH Frutose-6P
NADH
D-Xilulose
Frutose-1,6P
ATP ’
XK
ADP >
-Xi 5 GA3P DHAP Gli [
D-Xilulose-5P - = A icero
NADH > NADH  NAD+
Piruvato
Acetaldeido
NADH
NAD+ >
Etanol

Figura 3: Via de catabolismo de xilose em S. cerevisiae. A D- xilose transportada para
o citoplasma é convertida a D-xilulose através de duas etapas oxirredutivas pelas enzimas
XR e XDH, respectivamente. A D-xilulose é fosforilada e utilizada na via das PPP, onde
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produz os intermediarios da via glicolitoca (Frutose-6P e GA3P). Estes intermediarios entao
séo totalmente oxidados a etanol. A inser¢cdo de uma Xl recombinante permite a reducao
dos efeitos do desbalanco redox o acumulo de subprodutos. PPP = via das pentoses fosfato
; XI = xilose isomerase ; XR = xilose redutase ; XDH = xilose desidrogenase ; XK =
xiluloguinase ; GA3P = gliceraldeido-3-fosfato ; DHAP = dihidroxiacetona-fosfato.

Por outro lado, algumas espécies bacterianas utilizam outra via para a metabolizacéo
de xilose. A via da Xilose Isomerase (XI) faz a conversao direta da xilose a D-xilulose,
utilizando metais divalentes como cofatores (Hahn-Héagerdal, 2007). A primeira Xl
recombinante expressa em S. cerevisiae funcional foi clonada de Thermus Thermophilus e
mostrou baixa atividade a 30°C, pois sua atividade maxima ocorria a 85°C (Moysés, 2016).

Desde entéo, outras Xl procaribticas foram expressas em S. cerevisiae.

1.5. Engenharia metabdlica de S. cerevisiae para fermentacédo de xilose

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para criar uma cepa capaz de fermentar
xilose. Alguns grupos de pesquisa tentam fazer a insercdo de uma enzima recombinante
do sistema XR-XDH que utilizem os mesmos cofatores, equilibrando a producdo de NADH
durante a fermentacado (Xiong et al., 2011). No entanto, varias tentativas de clonagem de
XR ou XDH de diferentes espécies em S. cerevisiae nao resultaram em sucesso. Atribui-se
o fracasso ao incorreto enovelamento das proteinas, modificacdes pos traducionais e ao
pH interno da levedura (Gardonyi et al.,, 2003). Também foram feitas tentativas de
suplementacédo do meio de cultivo com diferentes aceptores finais de elétrons, conexao da
via de reducdo de furaldeido ao metabolismo de xilose e alteracdo da assimilacdo de
amonio, produzindo cepas com baixas taxas de producado de xilitol. No entanto, a falta de
estudos de fluxo metabdlico em cima destes modelos e o alto grau de complexidade criado
pelo grande numero de alteracbes em vias controladoras do estado redox celular,
desencorajam a sua utilizacao (Cai et al., 2012; Moyseés et al., 2016). Klimacek et al., 2010
sugeriram, apés analises de metabolémica e termodinamica, que os fatores limitantes para
a fermentacdo da xilose em etanol estariam na atividade de enzimas da via das pentoses
fosfato e na concentracdo de frutose-6-fosfato livre, pois as concentracdes de ATP e
coenzimas ndo alteraram o fluxo metabdlico das enzimas envolvidas na via da xilose.

Sendo assim, conclui-se que seriam necessarias multiplas modificacdes genéticas para que
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se pudesse regular corretamente o fluxo metabdlico e obter altos rendimentos na producao

de etanol.

Por outro lado, a utilizacdo da xilose isomerase para conversao direta da xilose a xilulose
tem ganhado grande atencdo pois sdo necessarias menos manipulacdes genéticas para
gue se obtenham resultados semelhantes aos descritos em estudos da via XR/XDH. A
primeira Xl recombinante expressa e com atividade significativa foi extraida do fungo
anaeroébico Piromyces sp (Kuyper et al., 2003). A cepa recombinante mostrou alta atividade
de XI, porém a levedura ndo mostrou crescimento significativo em meio contendo xilose
como Unica fonte de carbono. Apos fazer-se a adaptacdo em meio de xilose como Unica
fonte de carbono, em anaerobiose, foi possivel obter uma cepa com crescimento especifico
relativamente maior (0.03 h') e rendimento de etanol de 0,42 g.g* com uma produtividade
de 0,2 g etanol / g célula/ h (Kuyper et al., 2004). Utilizando a mesma estratégia, (Madhavan
et al., 2009) testaram a Xl de Orpinomyces e obteve resultados semelhantes, mas com
crescimento vagaroso em xilose. Todavia, a expressao de Xl da bactéria anaerdbica
Clostridium phytofermentans em uma cepa industrial de S. cerevisiae obteve um Km similar
comparado ao da Xl de Piromyces, porém um Ki para xilitol trés vezes menor,

aproximadamente (Brat, et al., 2009).

Tabela 1: Producédo de etanol por diferentes cepas expressando Xl recombinante.

Espécie de Crescimento Produtividade | Rendimento | Referéncia
origem da Xl especifico (p) (g etanol / g (9.9
(h) célula/h)
Piromyces sp. 0,03 0,2 0,42 (Kuyper et al.,
2003)
B. cenocepacia 0,19 0,42 (de Figueiredo
- Vilela et al.,
2013)
C. 0,039 0,03 0,43 (Brat et al.,
phytofermentans 2009)
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De forma similar, (Vilela et al., 2015) conseguiu expressar funcionalmente a Xl de
Burkholderia cenocepacia. ApOs fazer a engenharia adaptativa desta cepa em meio
contendo xilose como fonte Unica de carbono, a levedura recombinante apresentou um dos
melhores resultados até 0 momento, conseguindo atingir um rendimento de 0,42 g etanol/
g aclcar e uma produtividade de 0.19 g etanol / g célula / h. Em condi¢cbes anaerdbicas,
glicose e xilose foram simultaneamente consumidas enquanto ndo houve acumulo de xilitol.
Estes resultados mostram o grande potencial desta estratégia, considerando que nao foram
necessarias multiplas modificacdes genéticas como ocorrido em outras construcdes (Cai et
al., 2012).

Ainda que a levedura S. cerevisiae mostre um grande potencial para a aplicacéo
direta desta tecnologia, ainda existem algumas etapas limitantes a serem resolvidas para
gue haja a converséao simultanea de xilose e glicose em etanol. A levedura modificada para
fazer este processo, o faz lentamente e ndo € capaz de consumir xilose até que a glicose
seja completamente consumida (Vilela et al., 2015). Uma possivel explicacdo para este
fendbmeno estaria na regulacdo dos genes que atuam no metabolismo de xilose, como a
transaldolase. A reacdo de formacdo de eritrose-4-fosfato e frutose-6-fosfato a partir de
sedoheptulose-7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato € catalisada por Tallp e tem seu
equilibrio fortemente alterado, em condi¢cdes anaerobias, indicando que esta seria uma
etapa limitante da conversao de xilose a etanol (Klimacek et al., 2010). Além disso, ha a
competicdo entre glicose e xilose pelos transportadores de baixa afinidade Hxt, onde sua
expressao é dependente da concentracdo de glicose no meio de cultivo (Cai et al., 2012).
Sendo assim, é necessario que haja uma concentracdo minima de glicose para que a
expressao dos transportadores seja estimulada e a xilose também possa ser carreada para
a célula. Caso contrario, em baixas concentracdes de glicose, somente transportadores de
alta afinidade seréo expressos e estes possuem uma atividade extremamente reduzida
para xilose. Esta teoria é corroborada por (Vilela et al., 2015) que publicaram as taxas de
consumo de xilose e glicose de S. cerevisiae recombinante com o gene XylA de B.
cenocepacia. Células crescidas em meio minimo contendo diferentes misturas de xilose e
glicose mostraram diferentes taxas de consumo dos acucares durante a fermentacao, onde
cepas crescidas na proporcao 3:1 glicose-xilose tiveram um consumo de 0,47 g/L/h para
glicose e apenas 0,08 g/L/h para xilose. Estes resultados reforcam os dados publicados por
(de Figueiredo Vilela et al., 2013) onde é comprovado que células fermentando glicose

26



possuem um rendimento de 0,51 g etanol / g aclUcar, enquanto células fermentando xilose

possuem um rendimento de apenas 0,23 g etanol / g acUcar.

N&do se deve considerar que somente a insercdo da xilose isomerase €
suficientemente eficiente para que se promova a conversao eficiente da xilose em etanol.
Isto se deve ao fato de um fendtipo desejado normalmente possuir uma caracteristica
pleiotrépica, ou seja, depende de mdultiplos fatores (Baley, 1999). Diferentes vias
metabdlicas interagem para a formacdo de uma rede que leve a mudancas intracelulares
responsaveis pela maior producdo de determinado produto. De forma reversa, a simples
delecdo ou expressdo aumentada de um gene pode néo ser suficiente para obtencao do
resultado esperado. Sendo assim, a engenharia evolutiva € uma ferramenta que possibilita
a reprogramacdao do transcriptoma celular frente a uma determinada pressao evolutiva.
Para o caso do etanol 2G, esta técnica normalmente envolve o cultivo de um
microorganismo em meio de cultivo contendo xilose como Unica fonte de carbono. Sendo
assim, ha uma selecéo de uma populacéo capaz de crescer nestas condi¢cdes. Quando este
processo € feito por um namero suficiente de vezes, mutacdes genéticas sdo acumuladas
e a populacdo remanescente é testada para o consumo de xilose, acumulo de xilitol e
producdo de etanol, em condicdes de fermentacdo. Resultados mostram que cepas
recombinantes com o gene XylA de C. phytofermentans submetidas a mutagénese quimica
e engenharia evolutiva foram capazes de produzir 32% mais etanol que suas cepas

parentais (Scalcinati et al., 2012 ; Klimacek et al., 2014).

Apesar de sua grande utilidade, poucos trabalhos publicados descrevem a utilizagéo
desta técnica para a obtencdo de cepas com maior taxa de consumo de xilose, uma vez
gue o tempo necessario para a obtencdo do fendtipo pode ser prolongado e variar

significativamente entre diferentes espécies.

1.6. Xilose Isomerase: estrutura e mecanismo de agéo

A enzima xilose isomerase (E.C.5.3.1.5) (Interpro: IPR001998) é uma enzima
encontrada em microorganismos e plantas (Kristo et al., 1996) e catalisa a converséo de D-
xilose & D-xilulose. E descrito que em algumas espécies também héa a catélise de D-ribose
a D-ribulose e D-glicose a D-frutose, o que inicialmente a levou esta proteina a ser
catalogada como uma glicose isomerase (Marshall & Kooi, 1957). Na maioria dos casos,
esta enzima é um homotetramero estabilizado por metais divalentes como cobalto (Co?*),
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magnésio (Mg?*) e manganés (Mn?*). Cada subunidade possui trés dominios: (i) o dominio
central que contém um barril-B circundado por a-hélices; (i) o dominio C-terminal que
consiste de uma estrutura de braco composta por 5 a 8 a-hélices que formam uma estrutura
do tipo domain swapped dimer, responséavel pela oligomerizacao; (iii) o sitio ativo encontra-
se dentro de um compartimento préximo ao C-terminal e aos dominios de barril. Esta
enzima possui atividade tanto em sua forma dimérica assim como na tetramérica (Figura
4) (Dauter et al., 1989; Henrick et al., 1957).

Em termos de substrato, a xilose isomerase possui maior afinidade a xilose,
originando entdo seu nome atual. Este monossacarideo é considerado uma aldopentose,
significando que possui cinco carbonos e um grupamento funcional formil. Como varios
acucares, este também pode adotar diversas estruturas dependendo das condicdes fisico
guimicas da solucdo em que se encontra. Sua forma aciclica € pouco comum. No entanto,
existem duas formas ciclicas prevalentes: (i) as piranoses, que consistem em anéis CsO e;
as furanoses, que séo caracterizadas por anéis C4O com um grupamento CH20H ligado ao
carbono C4. Estas duas formas dependem da orientacédo relativa do grupamento hidroxila

anomeérico. Acredita-se que a D-xilopiranose seja 0 isbmero catalisado por estas enzimas.
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Figura 4: Visdo geral da estrutura tridimensional da familia de proteinas Xilose
Isomerase. A) Tetramero colorido por subunidades; esferas magenta correspondem ao ion
Mg?*; a regido em vermelho corresponde ao dominio C-terminal. Cédigo PDB: 1a0d. Xilose
Isomerase de Bacillus stearothermophilus. Figuras geradas pelo software PyMol v1.7.4.5.
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Figura 5: Visdo longitudinal de cima para baixo contendo as subunidades A e B da
Xilose Isomerase de Bacillus stearothermophilus. As subunidades estéo representadas
por um conjunto triplo de cores diferentes para cada estrutura secundaria. Esferas magenta
representam os fons Mg?*. A regido do sitio ativo encontra-se demarcada pelos dominios
barril-B em amarelo e roxo. Cédigo PDB: 1a0d. Figura gerada pelo software PyMol v1.7.4.5.

Uma das primeiras propostas de mecanismo de ligacdo de cofatores e substratos
foram descritas por Asbéth & Naray-szabd, 2000. Foi proposto que as estruturas das
subunidades monoméricas das Xl de diversas espécies eram semelhantes, ainda que sua
estrutura quaternaria pudesse variar. Atraves de técnicas de difracdo de raio X, pode-se
determinar o modo de ligacdo dos cofatores a proteina. Existem dois sitios de ligacao a
metais, denominados M1 e M2. O sitio M1 participa na ligacdo e coordenagéo do substrato
enquanto o sitio M2 possui um papel na catalise da reacdo. O sitio M2 é conhecido por
ocupar diferentes posicdes dentro do sitio ativo, denominados subsitios, durante a reacao
de isomerizacdo. Deste momento em diante, ira se referir a estes subsitios como M21, onde

0 metal estd em sua posic¢éao inicial e; M22 quando se desloca durante a reagdo. No subsitio
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M21 0 metal pode estar quadri-, penta- ou hexacoordenado por residuos de ac. Glutamico
(Glu), Histidina (His), 4c. Aspartico (Asp) e moléculas de agua. Ja no subsitio M22, o metal

esta coordenado por ac. Glutamico e ac. Aspartico (Figura 6).

Figura 6: Visao geral da coordenacdo de ions metalicos na regido do sitio ativo.
Cadigo PDB: 1a0d. Xilose Isomerase de Bacillus stearothermophilus.

Com isto, a teoria mais aceita para o mecanismo de acao envolve uma reacao de
migracdo de hidreto entre carbonos adjacentes. No entanto, a presenca de cofatores e
diferentes formas de substrato tornam mais complexa a cinética desta rea¢do. Ainda nao
se sabe qual € a sequéncia de ligacdo entre proteina, substrato e cofatores. (Asbéth &
Néaray-szab6, 2000). No entanto, estudos de mutagénese dirigida indicam o papel individual
de cada residuo de aminoacido presente no sitio ativo, que indicam que 0s grupamentos
carboxilato das cadeias laterais de Glu e Asp possuem um papel de ligagdo com os
cofatores ibnicos metélicos (Batt et al., 1990; Cha et al., 1994; Kuyper et al., 2003). A
dindmica de reacéo possui trés etapas: a reacdo comeca com a abertura do anel de xilose,
seguido da isomerizagcdo via migracdo de hidreto e, por ultimo, o produto aciclico &
estabilizado pelo fechamento do anel (Figura 7). Durante a reacédo, o metal catalitico move-

se continuamente entre os sitios M21 e M22.
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Figura 7: Esquema da dinamica reacional de isomerizacao de D-xilose a D-xilulose.
Adaptado de (Toteva et al., 2011).

Sugere-se que a ligacdo da forma ciclica do substrato induz o deslocamento do ion
metalico, e ndo a sua forma linear como sugerido anteriormente (Meng et al., 1993).
Existem evidéncias suficientes para suportar a teoria que descreve a etapa limitante da
reacao, sendo ela a etapa de transferéncia de protons para a abertura do anel. Sugere-se
gue o atomo O1 da hidroxila do agucar seja doadora de prétons para o atomo O5 do anel
do acucar, sendo transferido através do atomo NE2 da His (REFERENCIA MENG). Sendo
assim, cria-se uma distribuicdo de cargas do tipo anioca-catiénica-anibnica que pode
contribuir significativamente para a atividade catalitica (Figura 8). Este tipo de distribuicdo
de cargas também pode ser encontrado em lisozimas (Blake et al., 1967) e serino
proteases. Além disso, a estrutura tridimensional estruturada pelo ion metalico possui um
importante papel na determinacdo do caminho do potencial eletrostatico e na estabilizacéo

da estrutura em estado transicional durante a etapa de abertura do anel de xilose.
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Figura 8: Esquema planar da coordenacdo dos ions metélicos e da forma linear da
xilose em estado transicional durante a catalise da reacao. Retirado de: (Asboth &
Naray-szabd, 2000).

Sendo assim, neste trabalho foi avaliada a performance da XI de B. cenocepacia
através da obtencdo de amostras purificadas da enzima, a fim de analisar as razdes pelas
guais somente a expressdo desta enzima foi capaz de obter resultados equivalentes a
cepas submetidas a extensivas adaptacbes metabdlicas. Para isso, foi feita sua
caracterizagao funcional através da medida de atividade enzimatica especifica in vitro, em
diferentes condicbes de temperatura e pH. Além disso foram determinados parametros
cinéticos como Km e Vmax aparente para a xilose. As informacfes experimentais obtidas
nestes ensaios foram utilizadas para a geracdo de modelos tedricos através de modelagem
comparativa por homologia. Sendo assim, foram determinadas as regifes do sitio ativo e
seus dominios de ligacdo a metais. Simula¢cfes de dindmica molecular foram utilizadas para
observar o comportamento do complexo proteina-substrato em condi¢cdes semelhantes as
dos ensaios de bancada. Além disso, foi investigada a conservagdo de residuos de

aminoacidos e suas cargas em diferentes regides da proteina, a fim de determinar
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diferengas significativas que pudessem explicar os resultados encontrados na andlise

funcional.

2. JUSTIFICATIVA

As novas politicas governamentais de incentivo ao uso do etanol criaram uma crescente
demanda deste combustivel liquido. No entanto, o aumento das areas de plantio é
desestimulado. Sendo assim, a fim de aumentar a produtividade por hectare plantado,
novas tecnologias como o desenvolvimento de cultivares de cana de agucar com maior
conteldo de sacarose e fibras alongadas estdo sendo desenvolvidos. Ademais, hd um
esfor¢co global para o desenvolvimento de tecnologias economicamente viaveis que

permitam o uso da biomassa de bagaco para a producao de acUcares fermentesciveis.

O presente trabalho contextualiza-se nesta &rea de interesse, pois descreve
importantes conceitos envolvendo a tecnologia de cofermentacdo de hexoses e pentoses
pela levedura S. cerevisiae, uma vez que esta levedura ndo é capaz de fermentar xilose
em meios contendo o aglicar como Unica fonte de carbono. E necessario que se fagcam
estudos aprofundados na fisiologia de leveduras recombinantes que possuam o gene XxylA,
codificante para a enzima xilose isomerase. O melhor entendimento de seu mecanismo de
acao e propriedades fisico quimicas ira permitir que modificacdes racionais sejam feitas a
fim de melhorar seu desempenho e, consequentemente, aumentar a produtividade de

etanol pela levedura.

3. OBJETIVO

Caracterizagao bioquimica e estrutural da proteina Xilose Isomerase (XylA) de Burkholderia

cenocepacia.

Metas:

1. Obter uma amostra purificada da proteina Xl recombinante, expressa em E. coli;
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2. Determinar a atividade enzimatica especifica in vitro;

3. Determinar os parametros cinéticos da Xl de B. cenocepacia e mensurar sua

atividade enzimatica especifica;

4. Construir modelo estrutural in silico das XlI de B. cenocepacia, C. phytofermentans e

Piromyces sp.;
5. Analisar a ligacdo da xilose no sitio ativo das Xl citadas em 4;

6. Caracterizar o modo de ligacdo do substrato das proteinas das espécies citadas em
4.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cepas, Plasmideos e Meios de cultivo

Uma reacgédo de PCR foi utilizada para obter o gene xylA que codifica a enzima Xilose
Isomerase de Burkholderia cenocepacia J2315 (GenBank: AM747722.1) , de acordo com
(de Figueiredo Vilela et al., 2013). O gene foi clonado no plasmideo pTrcHis-B (Thermo
Scientific, EUA). O plasmideo foi transfectado em E. coli TOP10 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZ AM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupGA] e selecionados em meio LB adicionado de 200 pg/mL de ampicilina. A
expressdo de proteinas foi feita em meio LB (1% p/v BactoTriptona, 0,5% p/v extrato de
levedura e 1% p/v NaCl) suplementado com 500 uM Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo
(IPTG) a 18°C sob agitagcéo de 160 rpm por 16 horas.
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EK site (His)
plink

Figura 9: Mapa do plasmideo pTrcHis-B utilizado para a expressdo heteréloga do
gene xylA de B. cenocepacia. Puc : promotor trc ; lacO: operon lac ; lacl9 : ORF da proteina
repressora do operon lac ; ori : origem de replicacdo PBR322 ; ampR : ORF do gene de
resisténcia a ampicilina ; plink : regido de polylinker ; EK site: sitio de reconhecimento da
enteroquinase (EK) ; (His)s : regido polihistidina.

4.2. Purificagcao da Xilose Isomerase

Células induzidas por IPTG foram coletadas por centrifugacdo a 2.900 x g por 30
minutos a 4°C e ressuspendidas em tampao de lavagem (50 mM Fosfato de Sédio, 300 mM
NaCl, pH 7) e congeladas at¢é o momento da extracdo. Apds descongelamento a
temperatura ambiente, células foram rompidas em sonicador com 10 ciclos de 1 minuto
intervalado de 1 minuto em banho de agua e gelo, usando uma microponteira de titanio de
4 mM (QR 300, Ultronique, Brasil). O lisado celular foi centrifugado a 9.100 x g por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado. Uma resina de Niquel (Novagen®, Merck,
EUA) foi equilibrada em tamp&o de lavagem e as amostras foram incubadas com a resina
por 30 minutos a 4°C sob leve agitag&o. A resina contendo as amostras foi transferida para
uma coluna descartavel (Bio-Rad) e lavada duas vezes com 10 volumes de tampao de
lavagem. O eluente foi coletado. Proteinas marcadas com o tag His foram eluidas com
tampéo de eluicdo (50 mM Fosfato de Sodio, 300 mM Cloreto de Sodio, pH 7,5) contendo
100, 200 e 300 mM de imidazol.

A eficiéncia de expressao e isolamento da Xl foi analisada em gel de acrilamida SDS-
PAGE (5% stacking e 12% gel de resolucdo) com tampao de amostra contendo: 100 mM
Tris-HCI pH 6,8, 8M Uréia, 20% Glicerol, 4% SDS, 0,2% azul de bromofenol e 100 mM 3-
mercaptoetanol. O tampé&o de corrida Tris-Glicina-SDS foi utilizado para a passagem de
60mA por cerca de 45 minutos para a separacao das proteinas em gel. Amostras contendo
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Xl foram concentradas utilizando a coluna Amicon Ultra 30K (Merck) por centrifugagcéo a
4.000 x g a 4°C por 10 min. A amostra concentrada foi injetada em uma coluna de resina
Superdex 200 (GE Healthcare) com fluxo de 1 mL/min de tamp&o 100 mM Tris-HCI, 20 mM
NacCl, pH 7.5. A concentracao de proteina apos a purificacao foi feita através do método de
BCA (Smith et al., 1985). A curva padrao foi feita utilizando albumina sérica bovina (BSA)

como proteina reativa, variando sua concentracdo entre 25 a 2000 pg/uL.

4.3. Ensaios enziméaticos

A atividade da enzima Xl foi mensurada de acordo com (Brat et al., 2009). Uma solucéo
contendo a enzima xilose isomerase a uma concentracao de 195 ug/mL foi incubada a 37
°C antes do inicio da reagdo. A mistura reacional contendo 0,23 mM NADH, 10 mM MgClz,
2U/mL sorbitol desidrogenase e 30 ug de Xl em 100 mM Tris-HCI (pH 7.2) foi feita no
momento do ensaio e incubada por 5 minutos a temperatura de ensaio em um volume total
de 1 mL em cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. A reacao € iniciada com a adicao
de 500 mM D-xilose e acompanhada por 30 minutos através da medida da oxidacdo do
NADH em espectrofotbmetro a 340 nm até completa oxidacdo a NAD*. Variacbes na
concentracéo de D-xilose entre 10 e 500 mM foram usadas para determinar os parametros
cinéticos. O ponto isoelétrico tedrico (pl) da proteina foi calculado pelo software ProtParam
Tool (http://web.expasy.org/protparam/). A partir disso, o pH 6timo da proteina foi estimado
através da variacdo do pH do tamp&o reacional entre 5,8 e 7,6. Para valores de pH entre
5,8 e 7,2, foi utilizado o tamp&o 100 mM Bis-Tris + 70 mM NaCl. Entre 7,2 e 7,8 foi utilizado
o tampéo 100 mM Tris-HCI + 20 mM NacCl. A forca ibnica dos tampdes foi calculada de
forma a se manter constante em todas as condi¢des (87 mM). Ensaios de inibicdo foram
feitos na presenca de 125 mM de xilose e variando a concentragao de xilitol de 10 a 50 mM

em pH 7,2 e temperatura a 37°C.

4.4. Predicdo da Estrutura Terciaria de Proteinas
Para a modelagem por homologia, a sequéncia da XI de B. cenocepacia foi comparada
com todas as sequéncias publicadas no banco de dados PDB (Protein Databank) utilizando
a ferramenta BLAST (National Center for Biotechnology, NCBI). As sequéncias dos cristais
com melhor valor de identidade e similaridade foram escolhidos e alinhados através da
ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004). Os alinhamentos foram manualmente verificados para
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assegurar a qualidade e editados manualmente quando necesséario. A modelagem da
estrutura terciaria foi feita no software MODELLER v9.17, gerando 500 modelos (Marti-
Renom et al., 2000). A fim de escolher o melhor modelo gerado, foram utilizados os valores
de funcdo objetiva do programa, DOPE e Z-score (DOPE normalizado). A qualidade da
geometria estrutural dos modelos escolhidos foi analisada no software PROCHECK
(Laskowski, 1993). Ja para a estatistica de interacdes ndo covalentes foi utilizado o software
ERRAT (Bowie, 1991). A verificacdo da compatibilidade do modelo atdmico da estrutura
terciaria e a estrutura primaria foi feita pelo software VERIFY 3D (Luthy, 1992). Anomalias
identificadas em regides de loop foram refinadas utilizando a heuristica de refino de loops
do MODELLER. Os célculos de RMSD dos carbonos a da cadeia principal foram feitos pelo

software PyMol v1.8.4.

4.5. Simulacdes de dinamica molecular e minimizacdo de energia dos
complexos proteicos

A investigacdo das estruturas cristalograficas usadas para derivar o modelo
tridimensional do tetramero (1aOc, 1a0d), bem como das estruturas complementares
(1s5m, 1s5n) revelaram a importancia estrutural das aguas, resolvidas na cristalografia
de raio X, para a manutencédo da estrutura do sitio ativo. Durante a preparacdo das
estruturas para as simulacdes, ficou claro que a determinacdo dos estados de
protonacdo dos aminoacidos depende fortemente da consideragéo de tais moléculas de

agua.

Os modelos estruturais para a B. cenocepacia, C. phytofermentans e Piromyces sp.
foram sobrepostos as estruturas 1a0c, 1a0d, 1s5m e 1s5n. A estrutura ciclica da xilose
foi obtida pela modificacédo da estrutura da glicose sobreposta na estrutura 1s5m (troca
do grupamento metil por Hz). A orientacéo da glicose foi escolhida por se assemelhar
ao modelo proposto para a catélise da xilose. As moléculas de agua cristalograficas
presentes no cristal 1a0c foram preservadas, exceto as moléculas de agua 494, 495,
496, 639 (cadeia A), 527, 528, 529, 671 (cadeia B), 525, 526, 527, 670 (cadeia C), 558,

559, 560, 702 (cadeia D) que estavam sobrepostas a xilose no sitio ativo.

Os estados de protonacéo foram designados de acordo com o célculo do PROPKA
(Olsson et al., 2011) para o pH 7,0 e investigacao visual (incluindo as moléculas de
agua). As estruturas foram preparadas com o pacote de programas AMBER14 (Case et
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al., 2014). Os parametros para a construcao das topologias das proteinas foram obtidas
do campo de forcas AMBER 14SB (Maier et al., 2015). J& os parametros para a xilose
foram obtidos do campo de forga GLYCAM 06j-1 (Kirschner et al., 2008). Os sistemas
foram envolvidos em caixa d’agua octaédrica com 15 A de distancia das extremidades

e neutralizados com ions Na* ou CI- quando necessario.

O sistema foi relaxado antes das simulac¢des de dinamica molecular de acordo com
0 protocolo de equilibrio a seguir: minimizacdo da estrutura com restricbes de posicao
a 100 kcal/mol para os atomos pesados da proteina e xilose, seguidos por uma
minimizacdo da estrutura com restricbes de posicdo a 10 kcal/mol para a cadeia
principal (backbone) da proteina e atomos pesados da xilose, seguidos por minimizacao
do sistema completo com restrices de posicéo fracas a 1 kcal/mol para os atomos
pesados do complexo. Em seguida o sistema foi aquecido de 0-100 K no “ensemble”
canbnico (NVT) por 20 ps, passando para o ensemble isotérmico-isobarico (NPT) por
250 ps de 100-298,15 K, ambos com controle de temperatura Berendsen (Berendsen et
al., 1984). Apés o aquecimento, o sistema passou por mais 250 ps para equilibrio da
densidade das restricbes de posicdao de 1 kcal/mol para os atomos pesados do
complexo e finalmente equilibrio dos demais parametros por 250 ps com restricdes de
posicdo de 0,1 kcal/mol para os atomos pesados do complexo, antes de iniciar a etapa

de producéo por cerca de 20 ns

4.6. Célculos de superficie eletrostatica e vetor campo elétrico ()

A preparacdo dos arquivos para analise dos campos elétricos foi feita utilizando o

servidor online PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004). O arquivo .pdb das proteinas foi analisado

pelo campo de forca PARSE e o arquivo de saida foi colocado no formato .pgr, com

nomenclatura de atomos no padrao internacional (Markley et al., 1998). O estado de

protonacéo das cadeias laterais dos aminoacidos foi designado com o calculo do PROPKA

nos pHs indicados: 7,2 (B. cenocepacia) e 7,5 (C. phytofermentans e Piromyces sp.). Os

campos eletrostaticos foram calculados no programa VMD v1.9.3 com o plugin APBS v1.4.1

para a resolucdo da equacdo de Poisson-Boltzman. As caixas foram calculadas

automaticamente de acordo com o volume da proteina e mantidas a 298,15 K (25°C),

exceto para B. cenocepacia (310,15 K ou 37°C).
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4.7. Andlise de conservacao de aminoacidos e estruturas 3D

As sequéncias de aminoacidos de Xl foram preditas através da tradugéo das sequéncias
de nucleotideos do gene XylA de diferentes espécies através do programa ConSurf
(Ashkenazy et al., 2010 ; Celniker et al., 2013). A busca das sequéncias foi feita com a
heuristica do CSI-BLAST contra a base de dados curada do SWISS-PROT. Um maximo de
150 sequéncias unicas foi selecionado com intervalos de identidade entre 35 e 95%. O
alinhamento foi realizado com o algoritmo MUSCLE. As arvores filogenéticas foram geradas
utilizando o método de célculo Bayesiano com o modelo de substituicdo JTT. A partir de
uma estrutura tridimensional e o calculo de conservagéo evolutiva, o programa mostra em

um mapa de cores a conservacao e funcionalidade dos residuos na determinada proteina.

4.8. Analise Estatistica

Todos os valores obtidos nos ensaios de bancada foram analisados pelo programa
GraphPad Prism 6 e os valores se mostraram estatisticamente relevantes dentro de um
intervalo de confianca de 95%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Purificacado e andlise funcional da xilose isomerase de B. cenocepacia

Até o presente momento, todas as tentativas de medir a atividade de xilose
isomerase foram feitas utilizando extratos celulares. Porém, a metodologia mais difundida
na literatura utiliza uma reacdo acoplada para a medida da atividade enzimatica na
presenca de todo o conteudo citoplasmético, o NADH pode ser oxidado por diversas
proteinas diferentes da xilose isomerase. Sendo assim, € de grande interesse que se fagcam
novas analises das propriedades cinéticas destas enzimas tanto in vivo quanto in vitro.
Considerando que (Vilela et al., 2015) demonstraram a funcionalidade deste modelo in vivo,

este trabalho teve por objetivo avaliar a funcionalidade desta proteina em condi¢des 6timas.

Para isso, a expressao da Xl de Burkholderia cenocepacia foi feita utilizando o
plasmideo pTRC-His (Thermo Scientific) transfectado na bactéria Escherichia coli TOP10.
Este plasmideo possui o promotor do operon Triptofano e o operador lac, que permite a

modulacdo da expressao génica por lactose ou também pelo indutor fortuito isopropil B-D-
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1-tiogalactopiranosideo (IPTG). Além disso, este vetor possui uma cauda de 6 histidinas in
tandem conectadas ao N-terminal da proteina. Isto confere a proteina caracteristicas fisico

guimica e estruturais de interesse para as etapas seguintes de purificacao.

Primeiramente, a proteina é expressa a 18°C a fim de manter a sua solubilidade em
altas concentracdes, pois nesta temperatura o metabolismo da bactéria é reduzido e suas
funcdes ocorrem de maneira mais vagarosa. Sendo assim, o enovelamento de proteinas
possui mais tempo para ocorrer e se torna mais eficiente (Wu et al., 2016). A seguir, as
células sdo lisadas por ultrassom e mantidas a 4 °C a fim de evitar sua degradacéo por
acdo de proteases contaminantes. Este lisado celular € entdo incubado na presenca de
uma resina de sefarose contendo niquel (Ni%*) reticulado, permitindo a separacédo de
proteinas com alto contetdo de His, efeito da interacdo do anel imidazélico presente na
cadeia lateral deste aminoacido com o ion. A eluicdo da proteina € feita em tampéo
contendo imidazol livre (100 a 300 mM), que compete pela ligacao ao niquel com a proteina,
fazendo com que a mesma seja eluida junto a fase moével. Em seguida, as diferentes
fracOes de lavagem sdo analisadas em gel de acrilamida desnaturante SDS-Page 12%
como visto na Figura 10, onde busca-se obter proteinas de peso molecular aproximado de
51 kDa, equivalente ao peso de 50 kDa da Xl e 1 kDa da cauda poli histidina. Através da
regressao linear observou-se inicialmente que o peso aproximado da banda corresponde a
Xl era de 55 kDa.
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Figura 10: Gel de acrilamida SDS-Page 12% com amostras das fracdes de lavagem
daresinade niquel. Pogos: (1) padrao de peso molecular; (2) primeira eluigdo com tampao
de lavagem; (3) segunda eluicdo com tampéao de lavagem; (4) terceira eluicdo com tampéao
de lavagem; (5 e 6) 100 mM imidazol; (7 e 8) 200 mM imidazol; (9 e 10) 300 mM imidazol.

A amostra enriquecida é separada do restante e suas fragdes sdo concentradas por
exclusdo molecular na membrana Amicon Ultra 30K, permitindo somente a passagem de
moléculas menores que 30.000 Da de massa molecular. A amostra concentrada é aplicada
em uma coluna contendo a resina Superdex 200 de volume de cama 200 mL, onde h4 a
separacgdo das amostras de acordo com seu tamanho e volume. O espectro de proteinas
acompanhado através da absorbancia sob a incidéncia de luz ultravioleta e o cromatograma
€ formado como indicado na Figura 11. Por dltimo, os picos sédo analisados individualmente
em gel SDS-Page 12% e a atividade enzimatica € mensurada. A concentracdo de proteinas
foi mensurada antes e ap0s a etapa de gel filtracdo, onde partiu de 2 mg/mL e foi reduzida
a aproximadamente 1 mg/mL. E importante notar que a proteina apresenta duas bandas
com pesos moleculares equivalentes a 55 e 110 kDa. Isto € um indicativo de que esta
proteina poderia ser capaz de formar homodimeros, caracteristica comum entre proteinas

desta familia (Peng et al., 2015).

A caracterizagao funcional da enzima xilose isomerase de B. cenocepacia pode ser
visualizada na Figura 12. Para isso, a partir de uma amostra purificada de Xl, a atividade
enzimética especifica foi determinada em condi¢Bes variantes de pH e temperatura. Com
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a finalidade de determinar a temperatura 6tima, o mix reacional foi mantido tamponado a
pH 7,5 seguindo protocolos ja publicados anteriormente (Brat et al., 2009). A atividade
enzimatica foi determinada a 25°C, 30°C e 37°C. A Figura 12A mostra que a temperatura
possui um grande impacto na atividade desta proteina. O maior valor de atividade foi
encontrado a 37°C, sendo ele 22,47 ymol.min"t.mg ptnt. Este resultado mostra que esta
enzima possui um potencial para utilizacdo em condi¢cdes semelhantes as encontradas em
dornas de fermentacao nas industrias, onde durante a fermentacdo podem haver grandes

variacdes de temperatura, entre 35°C e 42°C. (Basso et al., 2011).

Para avaliar a influéncia do pH na atividade de XI, diversos mix reacionais foram
preparados para tamponar a rea¢cdo em um intervalo de 5,8 a 7,8. Para isso, foi necessario
fazer a mudanca da proteina para os diferentes tampdes através de lavagens e
centrifugagdes na Amicon Ultra 30K. No intervalo de pH entre 5,8 e 7,8 foi utilizado o tampéao
Bis-Tris contendo 70 mM de NaCl para a manutencéo da forca i6nica (87 mM) constante

em todos os ensaios. Os experimentos foram realizados em temperatura 6tima de 37 °C.
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Figura 11: Separacdo das fracGes de proteina por volume molecular em resina
Superdex 200. As fracdes de proteinas sdo coletadas de acordo com seu tempo de
retencdo demonstrado no cromatograma e diferentes porcdes dos picos sdo analisadas em
gel de acrilamida SDS-Page 12%. A correlacdo entre as amostras no gel em A e 0s picos
em B esta sinalizada pela barra branca acima dos po¢os.
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A Figura 12B mostra que a atividade enzimatica € fortemente influenciada por
pequenas mudancas no pH da solucao, tendo sua maior taxa de converséao (5,16 pmol.min
1. mg ptnt) a pH 7,2. Portanto, uma vez estabelecida as condi¢es 6timas de reacédo, 0 Km
e 0 Vmaxda Xl de B. cenocepacia foi calculado a partir da regressao néo linear da curva de
Michaelis-Menten (Figura 12C) e da regressdo linear do grafico de Lineweaver-Burk,
também conhecido como duplo reciproco (Figura 12D). Calculou-se que o Km desta
proteina para a D-xilose é de 26,43 + 8,71 mM e Vmax € 50,65 + 3,83 pmol.mint.mg ptn-.
Estes sdo resultados significativos se comparados aos melhores dados ja publicados
Tabela 2. (Brat et al., 2009) concluiram que o Km da Xl de Piromyces sp. possui um valor
de 49,85 + 2,82 mM e o de C. phytofermentas € de aproximadamente 61,85 *+ 3,41 mM.
Desta forma, a XI de B. cenocepacia possui um Km aproximadamente trés vezes menor
para a xilose, caracteristica que pode ter um resultado notavel no metabolismo de xilose da
levedura S. cerevisiae. Conclui-se que esta proteina necessita de uma concentracao
intracelular deste acucar significativamente menor para atingir %2 Vmax € consequentemente
competir pela xilose com a XR (Km para xilose 14,8 + 2,4 mM ; Jeong et al., 2001), assim

prevenindo o acumulo de xilitol.

O xilitol € um acucar comumente utilizado pela indUstria alimenticia e esta presente
em baixas concentracfes em fibras e frutas. Normalmente a producédo deste carboidrato se
da pela extracdo da xilana, proveniente da hemiceluose, que é hidrolisada em xilose e
hidrogenada cataliticamente a xilitol. Ja na via biolégica em S. cerevisiae, este € um
subproduto comumente encontrado em modelos de fermentacéo de etanol 2G. Isso se da
pela ineficiéncia das enzimas das etapas subsequentes em manter o fluxo metabdlico até
a formagéo de etanol (Klimacek et al., 2010). Além disso, este carboidrato é uma das
maiores preocupacdes para pesquisadores que utilizam a estratégia da Xl, pois € um
natural potente inibidor desta enzima. Entdo, decidiu-se testar o impacto da presenca do
xilitol na reacdes contendo a Xl de B. cenocepacia. Para isso, manteve-se a concentracao
minima de xilose necessaria para atingir Vmax (125 mM) e variou-se a concentragdo de xilitol
de 10 a 50 mM de acordo com a metodologia utilizada por (Brat et al., 2009). Na Figura 13
observa-se que até mesmo pequenas concentracdes de xilitol (10 mM) podem afetar
drasticamente a atividade enzimatica, reduzindo-a em cerca de 50%. A teoria mais aceita

€ de que este acucar € um inibidor competitivo da xilose (Fenn et al., 2004).
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Figura 12: Caracterizacédo funcional da Xl de B. cenocepacia. (A) Atividade enzimatica
em diferentes temperaturas. (B) Atividade enzimatica em tamp&es com variacédo de pH. (C)
Atividade enzimatica com diversas concentracfes de xilose em condicfes 6timas. (D)
Representacdo grafica de Lineweaver-Burk para os dados apresentados em C.

Porém, maiores concentracfes deste inibidor ndo parecem ter um efeito dose-
dependente linear. Ademais, estudos sugerem que a inibicdo por xilitol pode nao ser tao
severa in vivo quanto € demonstrada in vitro, pois a capacidade de difusdo destas
moléculas no citoplasma é bastante reduzida devido a pressdo osmética (Ha et al., 2011).
Além disso, este efeito ndo se mostra significativo frente ao resultado apresentado por
(Vilela et al., 2015), que demonstra que neste modelo ndo ha acumulo de xilitol durante a
cofermentacao de glicose e xilose, mostrando assim que a Xl de B. cenocepacia possui um

grande potencial para futuras aplicacdes na industria do etanol 2G.
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Figura 13: Inibicdo da Xl de B. cenocepacia na presenca de diferentes concentracdes
de xilitol. Os ensaios foram feitos com uma concentragéo de 125 mM de xilose, 37°C, pH
7,2.

Tabela 2: Valores de referéncia para a atividade enzimética da Xl de trés diferentes
espeécies.

Espécie Km (mM) Referéncia

B. cenocepacia 17,08 £ 5,445 Este trabalho
C. phytofermentans 61,85+ 3,41 (Brat et al., 2009)
Piromyces sp. 49,85 + 2,82 (Brat et al., 2009)

5.2. Predicado da estrutura tridimensional da Xl

A busca por homologos da enzima xilose isomerase de B. cenocepacia foi feita contra
as sequéncias publicadas no Protein Data Bank (PDB) usando o software online BLAST
alocado no servidor do NCBI. As sequéncias provenientes dos cristais com identidade
acima de 50% foram considerados os mais adequados para a modelagem com o software
Modeller v9.17 (Tabela 3). Sendo assim, o alinhamento automatizado das sequéncias foi
feito pelo médulo sAlign do Modeller em suas configuragbes padrdo das matrizes de
pontuacdo [overhang=30, gap penalties 1d= (-450,-50)] . A fim de obter uma estrutura
tridimensional de melhor qualidade, os alinhamentos gerados foram editados manualmente
para melhor adequar o posicionamento dos residuos proximos aos terminais da proteina
(Figura S 2, Figura S 3 e Figura S 4). Sendo assim, foram gerados 500 modelos tedéricos

para cada proteina e o mais provavel selecionado como descrito no item 4.4. Para fins de
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comparacao do mecanismo de a¢gédo, a mesma metodologia foi utilizada para gerar modelos
das Xl de C. phytofermentans e Piromyces sp. Estas espécies foram escolhidas pois

possuem um dos melhores resultados ja publicados até o momento (Brat et al., 2009).

Tabela 3: Dados de BLAST dos moldes escolhidos para cada sequéncia alvo.

Sequéncia alvo Cobertura (%) Identidade (%) Cod. de acesso
B. cenocepacia 99 52 1la0c
98 53 la0d
98 51 la0e
C. phytofermentans 99 62 1la0c
99 61 la0d
99 60 la0e
Piromyces sp. 99 49 1la0c
99 52 la0d

Apesar da proteina de cédigo de acesso PDB: 4xkm possuir uma cobertura de 99% e
identidade de 84% com a sequéncia alvo da XI de Piromyces (resultado ndo mostrado), o
modelo biolégico construido (biological assembly) para este cristal possui falhas
fundamentais na representacdo de cadeias e rotameros que poderiam inserir um viés na
construcéo dos modelos tedricos. Sendo assim, a utilizacdo desta proteina como molde foi

descartada.

Em relacdo a semelhanca entre moldes e modelos, os valores de RMSD entre
carbonos a da cadeia principal se mostraram baixos para a Xl de B. cenocepacia
(1a0c=0,230 A; 1a0d=0,276 A), C. phytofermentans (1a0c=0,467 A ; 1a0d=0,378 A ;
1a0e=0,379 A) e Piromyces (1a0c=0,581 A; 1a0d=0,584 A). Além disso, os gréaficos de
Ramachandran indicam que menos de 0,5% dos residuos de aminoacidos possuem
rotdameros em posicdes proibidas, 93% em posicdes permitidas e 0,5% em regides
generosamente permitidas, levando a crer que as estruturas secundarias formadas estédo

em sua conformagéo correta. Ademais, também foi confirmada a correta insercdo das
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estruturas secundarias em cada subunidade. Para isso, foi utilizado o software PSIPRED,
que faz a predicdo da formacao de estruturas secundérias a partir da sequéncia primaria
de aminoécidos, utilizando dados de sistemas de rede neural e do alinhamento gerado pelo
PSI-BLAST, obtendo um acerto comprovado de aproximadamente 81,6% dos casos
(Jones, 1999). O resultado mostra que cerca de 95% dos amino&cidos estavam com a
predicéo de estrutura secundéria correta. Os 5% restantes correspondiam aos aminoacidos
em regides de transicdo entre estruturas randémicas e secundarias (alcas e voltas) (Figura
S 7, FiguraS 8 e Figura S 9).

A alta semelhanca da cadeia principal das estruturas terciarias levantaram questdes em
relacdo a metodologia utilizada para a modelagem das proteinas. Trata-se da: (i) criacao
de viés por utilizacdo dos mesmos moldes; (ii) alta semelhanca entre sequéncias. Para
responder a primeira pergunta, a heuristica utilizada pelo software Modeller foi analisada.
Segundo o autor (Marti-Renom et al., 2000), o programa utiliza as coordenadas dos atomos
presentes no arquivo de extensdo .pdb para gerar um arquivo secundario de restricoes
espaciais a serem respeitadas pelo programa. Caso o rotdmero de um atomo ou residuo
de aminoacido ndo consiga ser modelado nestas condi¢cdes, o programa entdo tenta
encaixa-lo de diferentes maneiras que sirvam aquele ambiente comandado pelas nuvens
eletrbnicas. Sendo assim, elimina-se o0 viés que poderia ser gerado pela utilizacdo dos
mesmos moldes, pois o posicionamento de cada atomo pode ser modificado para melhor

acomodar cada atomo, que levaria a diferencas nos modelos construidos.
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Figura 14: Grafico de Ramachandran para os modelos tedricos selecionados. (A) B.
cenocepacia (B) C. phytofermentans (C) Piromyces sp. Pontos pretos indicam residuos de
aminoacidos. Triangulos representam Glicinas e Prolinas. Regides favoraveis estéo
representadas em vermelho. Regides permitidas estéo representadas em um gradiente de
amarelo, onde o menos intenso indica menor probabilidade.

Ja4 no segundo caso, € interessante o fato de estruturas tdo similares possuirem
atividades enzimaticas distintas mesmo quando possuem uma sequéncia primaria tao
distinta. A analise de conservacéao dos residuos de aminoacidos e da estrutura indicam que
as regides externas de expostas ao solvente possuem uma taxa de substituicAo maior em

relacdo a regido de barril do sitio ativo (Figura 15).
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Figura 15: Conservacdao de residuos na familia de proteinas XI. (A e B) B. cenocepacia,
(C e D) C. phytofermentans e (E e F) Piromyces. A arvore filogenética contendo 150 genes
homodlogos a XylA das espécies indicadas foi utilizada para avaliar a conservacdo de
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aminoacidos na estrutura tridimensional das proteinas. E levado em considerac&o a posicéo
dos residuos, caracteristica fisico quimica e taxa de substituicéo.

Outra hipotese considerada estaria baseada na diferenca de dobra das cadeias laterais
do sitio ativo. De forma geral, sabe-se que a sequéncia primaria de uma proteina fornece
as caracteristicas fisico quimicas que irdo permitir a dobra de estruturas secundarias
especificas, a partir da interacdo com o solvente. Por sua vez, a estrutura secundaria
comanda a formacdo de estruturas globais como alcas, barris e etc. Desta forma,
inicialmente levou-se a pensar que a estrutura tridimensional do sitio ativo poderia ser
diferente entre estas proteinas. No entanto, o alinhamento estrutural mostrado na Figura
16 indica que até mesmo esta regido da proteina € muito similar em todos os casos. Os
valores de RMSD estdo presentes na Tabela 4. Porém, para que esta afirmacédo seja
verdadeira, € necessario que se faga o relaxamento da cadeia principal e dos angulos das
cadeias laterais, que irdo alterar levemente a estrutura tridimensional do sitio ativo e,

portanto, a ligacdo aos ions metalicos e ao substrato.

r Educational WUSe Brly
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Figura 16: Alinhamento estrutural do sitio ativo da Xl de B. cenocepacia, C.
phytofermentas e Piromyces sp. O alinhamento tridimensional mostra grande
sobreposicao entre os residuos de diferentes proteinas, assim como o posicionamento dos
ions metdlicos. Isto € um indicativo do grau de conservacdo mantido nesta regido da
proteina.
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Tabela 4: Dados comparativos de RMSD entre os modelos tedricos de XI.

Modelo Alvo RMSD global Ca (A)
B. cenocepacia C. phytofermentans 0,339
B. cenocepacia Piromyces 0,493
C. phytofermentans Piromyces 0,269

Considerando que a metodologia de criagdo dos modelos utilizada pelo software
Modeller se utiliza majoritariamente da teoria dos corpos rigidos, optou-se por fazer o refino
das regides de estrutura randémica através do algoritmo presente no modulo “Loopmodel”
do Modeller. Esta etapa é fundamental para que se possa corrigir os rotameros em posicdes
nao favoraveis. Além disso, isso evita que haja a criagdo de um movimento artificial durante
as simulacdes de dinamica molecular. Apos a etapa de refinamento, a qualidade de modelo
aumentou em cerca de 15%. Estes modelos foram entdo inseridos em um campo de
simulacdo de dinamicas molecular para se estudar a interacdo do complexo proteina-

substrato.

5.3. Simulac¢des de dinamica molecular e minimizacao de energia dos
complexos proteicos de B. cenocepacia, C. phytofermentans e Piromyces
sp.

Através de simulacdes de dindmica molecular pretendemos refinar os modelos
moleculares das Xl de B. cenocepacia, C. phytofermentans e Piromyces sp. a fim de
compreender melhor as diferencas do mecanismo de acdo das proteinas e,
consequentemente, nas atividades enzimaticas pelo substrato xilose. A partir das estruturas
dos modelos, foram preparados complexos com uma molécula de xilose em sua forma
ciclica (B-D-xilopiranose). As simulac¢des foram realizadas mimetizando as condi¢des dos
ensaios de bancada. Para isso, os sistemas foram feitos na presenca de agua a pH 7,2
para B. cenocepacia e pH 7,5 para C. phytofermentans e Piromyces sp., a uma temperatura
de 298,15 K (25°C) e latm, otimizados e equilibrados. As simula¢cdes de producao foram
realizadas por 20 ns e analisadas em duas etapas: (i) foco no comportamento geral dos
modelos, verificando a estabilidade da estrutura e convergéncia das propriedades
termodinamicas; (ii) geometria do sitio ativo, descrevendo a interagdo com a xilose e

investigando as possiveis razfes para a diferenca de Km para xilose entre as enzimas.
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5.3.1. Andlise da estabilidade dos complexos proteina-substrato

Analises globais: As simulagcbes foram inspecionadas visualmente e ndo foram
observadas transicfes conformacionais marcantes. A molécula de xilose permaneceu
estavel nos sitios ativos. A estabilidade global foi monitorada usando como métrica para as
analises de RMSD, RMSF e manutencéo do contetdo de estrutura secundaria. A analise
de RMSD (Figura 17) revelou um relaxamento semelhante para as estruturas, em torno de
2 A em relacdo ao modelo inicial, consistente com o comportamento em agua, que
geralmente varia entre 1 a 4 A. A andalise de RMSF (Figura 18) revelou que as regides de
maior flutuacdo na estrutura estdo concentradas nas extremidades e loops (area de

estrutura randémica) expostos ao solvente.
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Figura 17: RMSD do esqueleto peptidico em relacéo a estruturainicial durante a etapa
de producgdo. O grafico indica que houve uma pequena variacdo global da estrutura
durante toda simulagéo, sem haver grandes flutuacoes.
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Figura 18: RMSF 3D para B. cenocepacia (A), Piromyces sp. (B) e C.
phytofermentans (C). As estruturas estéo representadas em tubos, onde a espessura
e cor indicam o grau de flexibilidade. O cromatograma indica o grau de flututacdo das
regioes indicadas em A,B e C ao longo do tempo. As regifes em azul correspondem
a estruturas com pouca movimentacdo enquanto regiées coloridas em tons vermelhos
possuem maior movimentacao.

Estruturas secundarias: A analise da conservacéao de estrutura secundaria (Figura
19) indicou leve reducao do conteudo global de estruturas secundarias (cerca de 2,5%, em
meédia). O detalhamento da variacdo de cada tipo de estrutura secundaria esta presente na
Figura S 10. Por fim, tais andlises indicam que os modelos construidos sédo estaveis e

vidveis, apresentando uma convergéncia aparente em torno de 10 ns de simulagéo.
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Figura 19: Gréafico de variacdo do conteudo total de estrutura secundaria. O
cromatograma indica o numero total de residuos que variaram sua estrutura secundaria ao
longo do tempo. As linhas representam a média numérica destes valores.

Interacdes com a xilose: O grafico de RMSF mostra o grau de flutuacao do ligante
dentro do sitio ativo ao longo do tempo de simulacéo (Figura 20). Percebe-se que ha um
baixo grau de flutuacdo do anel piranosidico durante toda a simulagdo. No entanto, as
hidroxilas das posi¢fes 0, 15, 17 e 19 possuem um alto grau de variagdo. Este resultado &
esperado, uma vez que estes radicais possuem um grau de liberdade maior dado pelos
angulos de torcéo da ligacdo C-OH.

No entanto, ha uma clara orientagcdo do substrato durante a interacdo com as
cadeias laterais dentro do sitio ativo e 0 ion metalico. Essa orientacdo espacial se da por
interacdes eletrostaticas, as dguas presentes ajudam na coordenacdo do metal através de
uma interacao ion-dipolo gerada pelo momento dipolar da agua e os ions metalicos, por
sua vez, fazem a coordenacdo de duas hidroxilas, fazendo seu ancoramento. Esse
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posicionamento obriga que o oxigénio piranosidico (O13) esteja sempre apontando na
direcdo da histidina presente no sitio ativo (Figura 21). Este mecanismo de ligacdo €&
semelhante ao descrito por (Fenn et al., 2004; Toteva et al., 2011), onde a histidina pode
possuir papel relevante de duas maneiras: (i) em seu estado desprotonado, esta cadeia
lateral poderia servir como uma carga liquida formal para cadeias laterais adjacentes
promoverem a hidrolise do anel piranosidico; ou (ii) pode assumir o papel de residuo

catalitico ao ser o acido envolvido na doacgéo de prétons para o oxigénio piranosidico.
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Figura 20: RMSF para os atomos do ligante. A) RMSF para cada atomo de xilose. (1A)
B. cenocepacia; (2A) Piromyces sp.; (3A) C. phytofermentans. B) Mapa da numeracao dos
atomos de xilose.

Desta forma, propde-se que o distanciamento entre a xilose e a histidina causa uma
mudanca na probabilidade a qual o proton pode ser doado entre os a&tomos de oxigénio e
nitrogénio. No entanto, este mecanismo néo é suficiente para promover a total inatividade
da enzima pois atraves da presenca de moléculas de agua no sitio ativo seria possivel que
o shift de hidreto ocorra através da ionizacdo da agua, que pode assumir a forma

intermediaria de ion hidrénio (HzO%).
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Figura 21: Interacado da xilose com o sitio ativo na proteina XI de B. cenocepacia. (A)
Representacédo tridimensional do sitio ativo. (B) Representacdo planar do sitio ativo. Os
hidrogénios e um dos ions metalicos estdo escondidos para melhor visualizacdo. A
distancia entre atomos esta indicada em Angstrons.
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Interagdes entre ions metalicos e aminoéacidos: Através da visualizacdo de
movimentagcdo dos ions metalicos durante a simulagéo, percebe-se que o M1 possui uma
variacdo de posicdo muito menor em relagdo a M2. Este grau de liberdade pode estar
diretamente relacionado com seu papel dentro do sitio catalitico. Acredita-se que M1 possua
um papel estrutural na manutencdo da correta geometria do sitio ativo, assim como na
orientagdo do substrato no momento anterior a catalise. A interacdo da xilose com M
através dos radicais hidroxila gera um ancoramento de parte da molécula, que faz com que
o lado oposto da molécula aumente a amplitude do movimento. Pode-se hipotetizar, entéo,
gue este metal é essencial para a ligacdo do substrato no sitio ativo, pois 0 mesmo torna
mais fraca a estrutura em torno do oxigénio piranosidico, facilitando a reacdo de
linearizacdo do acucar. Com esta afirmativa, busca-se contribuir com uma pista relevante
para a elucidacdo do mecanismo de ligacdo do substrato, ainda ndo descrito

completamente.

5.4. Calculos de superficie eletrostética

Nota-se que a familia das XI possuem uma grande variacdo em sua sequéncia primaria.
No entanto, percebe-se que quase todas as substituicbes ocorrem por aminoacidos de
caracteristicas fisico quimicas semelhantes. Sendo assim, deve-se considerar que uma
mutacdo que cause uma modificacdo por um aminoacido de caracteristicas diferentes pode
afetar significativamente na atividade da proteina. Para analisar este efeito, foram feitos
calculos de predicdo da superficie eletrostatica nos modelos tedricos com energia
minimizada apos as simula¢gdes de dinamica, a fim de avaliar a interagcdo dos motivos

destas proteinas com o substrato.

Percebe-se que as trés proteinas possuem uma carga liquida negativa variando sua
distribuicéo pelos residuos da camada de solvatacdo. Porém, na regido de acesso ao sitio
ativo existe uma concentracéo de cargas positivas, que podem indicar que a interagao entre

a proteina e seu substrato se da pela interacdo do substrato com estes campos elétricos.
Sendo assim, variagdes no vetor campo elétrico () podem ter grandes impactos na

atividade enzimatica, pois estariam regulando a acessibilidade do substrato ao sitio ativo.
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Figura 22: Representacdo dos campos elétricos das proteinas em condi¢cbes
semelhantes as experimentais. (A) B. cenocepacia. (B) C. phytofermentans. (C)
Piromyces sp. Linhas vermelhas representam campos elétricos negativos. Linhas azuis
representam campos elétricos positivos. Linhas brancas representam cargas neutras.

As proteinas apresentam uma variacao de cargas distribuida entre -10 e 10 kT/e e estao
representadas na Figura 22. As andlises foram feitas em condicbes semelhantes as
encontradas nos experimentos in vitro e os campos elétricos foram calculados e distribuidos
espacialmente. Os dados apresentados foram convertidos em valores numéricos

apresentados na Figura 23. Os resultados mostram que pequenas diferencas na
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intensidade deste vetor podem influenciar significativamente na atividade enzimatica. Estes
resultados corroboram com os dados apresentados na Tabela 2, onde a Xl de C.

phytofermentans possui 0 maior Km aparente para xilose e a menor Vmax.

Surpreendentemente, a Xl de Piromyces possui uma intensidade maior que a Xl de B.
cenocepacia. No entanto, os resultados in vitro ndo sédo equiparaveis. Isto pode ser causado
por uma leve mudanca na direcdo do vetor, que pode levar a mudancas nas interacdes
possiveis entre proteina e substrato. Além disso, estes resultados podem estar sendo
subestimados pela técnica utilizada para mensurar a atividade enzimética destas proteinas.
E necessario que novos estudos fagam anélises detalhadas destas proteinas em condi¢ées
Otimas, para que se possam definir mais parametros que permitam a comparagao entre

estas proteinas e outras ja estudadas por cristalografia de difracéo de raio X e néutrons.
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Figura 23: Valores dos vetores campo elétrico (7 ) naregido de acesso ao sitio ativo.

A caracterizagao funcional da xilose isomerase de Burkholderia cenocepacia em sua
forma recombinante, purificada por cromatografia, revelou que esta enzima possui sua
atividade 6tima a 37°C e pH 7,2. Estes séo bons indicativos da versatilidade desta proteina,
gue é capaz de manter sua atividade nas mais diversas condi¢cdes as quais as leveduras
podem ser expostas no processo de fermentacao industrial. Além disso, os valores de Km
e Vmax apresentados neste trabalho corroboram com os resultados obtidos em artigos
publicados anteriormente, onde a Xl de B. cenocepacia possui um Km aparente para a

xilose cerca de 3 vezes menor em relacdo aos melhores resultados publicados. Este &
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possivelmente o motivo que explica a auséncia de xilitol, em condi¢cdées de fermentagéo,
pela levedura S. cerevisiae recombinante, expressando o gene xylA de B. cenocepacia.
Acredita-se que esta enzima seria capaz de desviar o fluxo metabdlico da via nativa

XR/XDH para a via inserida por engenharia metabdlica.

Os modelos tedricos gerados para as XI de B. cenocepacia, C. phytofermentans e
Piromyces sp. se mostraram plausiveis em condi¢des biologicas através dos testes de
gualidade. Além disso, é possivel perceber que mesmo com sequéncias primarias tao
distintas, esta familia de proteinas possui uma alta conservacdo de residuos de
aminoacidos em regides proximas ao sitio ativo. Com as simula¢gbes de dinamica foi
possivel perceber que as regides expostas ao solvente possuem um grau maior de
agitacdo, enquanto regides préoximas ao sitio ativo sofrem poucas modificacdes estruturais.
J& os ions metalicos apresentam diferentes padr6es de movimentagdo entre si que pode
estar relacionados com seu papel na catélise da reacédo de isomerizacdo. Em relacdo ao
sitio de ligacdo a xilose, este se mostrou altamente conservado entre as espécies
analisadas, assim como seu mecanismo de ligacdo. No entanto, diferencas de carga
apresentada por residuos presentes na entrada do sitio ativo podem alterar a carga liquida
do campo elétrico apresentado ao solvente, que influencia diretamente na acessibilidade
do substrato ao sitio ativo e pode ser o mecanismo por tras dos resultados observados nos

ensaios enzimaticos.

Portanto, se faz necessario estudos futuros com a substituicao racional de aminoacidos
(mutacéao sitio dirigida) nos dominios do sitio ativo e de interacdo com o substrato, para que
se possa ter o completo entendimento dos papéis da reacao em diferentes escalas, desde

a entrada da xilose no sitio ativo até a finalizagédo da reacao de isomerizagao.

6. CONCLUSOES

» A caracterizacgéo funcional da xilose isomerase de Burkholderia cenocepacia revelou
gue esta enzima possui sua atividade 6tima a 37°C e pH 7,2.

» Foram encontrados os seguintes valores aparentes de Km 26,43 = 8,71 mM e Vmax
é 50,65 * 3,83 ymol.mint.mg ptn! para D-xilose para a XI de B. cenocepacia.

» Os modelos tedricos gerados para as Xl de B. cenocepacia, C. phytofermentans e

Piromyces sp. se mostraram plausiveis em condi¢des bioldgicas.
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> A enzima Xl de diversas espécies de possuem grande distingdo em suas sequéncias
primarias, porém grande conservacdo de residuos de aminoacidos em regides
préximas ao sitio ativo.

» As simulacdes de dinamica no tempo estudado mostram que as regifes expostas ao
solvente possuem um grau maior de flexibilidade, enquanto regides préximas ao sitio
ativo sofrem poucas modificagdes estruturais.

» O sitio de ligacdo a xilose se mostrou altamente conservado entre as trés espécies
analisadas, assim como seu modo de ligacao.

> Diferencas em residuos presentes na entrada do sitio ativo podem alterar a carga
liguida do campo elétrico apresentado ao solvente, que influencia diretamente na

acessibilidade do substrato.
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Figura S 1 Alinhamento maultiplo entre as sequéncias alvos da modelagem por
homologia.

Tabela S 1: Matriz de identidade entre as sequéncias de XI.

% B. cenocepacia C. phytofermentans Piromyces
B. cenocepacia 100,00 51,95 50,34

C. phytofermentans 51,95 100,00 53,67
Piromyces 50,34 53,67 100,00
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kkkakEE k% Rk ora kEkRRkREEEEE Kk k¥ % koorkkakEE k%
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MLLGWDIDQFFIDIRMITLAMYEVI KMGGFDKGELNF DAKVREASFEFEDLFLGHIAGHMD

dekdedede wdede o dekdenkdn wn ke dede wdedehdededehd kwomckkkdedk  ku o wk

VLALALERAAVLVENDRLDALRRQR Y AOWDDAFGRKI LAGGYTLESLARDALARGVDEQH
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Figura S 2: Alinhamento entre sequéncia alvo (B. cenocepacia) e moldes.
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CLOSTAL ©(1.2.4) multiple sequence alignment

C_phytofermentans_xvla
1a0D:A | FDBEID| CHAIN | SEQUENCE
1A0C: A | PDBID| CHAIN | SEQUENCE

C_phytofermentans xvla
1a0D:A | FDBEID| CHAIN | SEQUENCE
1a0C: A | FDBID| CHAIN | SEQUENCE

C_phytofermentans xvla
1a0D:A|FDBID| CHAIN | SEQUENCE
1a0C: A | FDBID| CHAIN | SEQUENCE

C_phytofermentans xvla
140D:A | FDBID| CHAIN | SEQUENCE
1a0C: A | FDBEID| CHAIN | SEQUENCE

C_phytofermentans_xvla
1A0D:A|FDBID|CHAIN| SEQUENCE
1A0C:A|FDBID|CHAIN| SEQUENCE

C_phytofermentans_xvla
1A0D:A|PDBID| CHAIN|SEQUENCE
1A0C:A|FDBID|CHAIN| SEQUENCE

C_phytofermentans xvla
1A0D:A | PDBID| CHATN | SEQUENCE
1A0C:A| PDBID| CHATN | SEQUENCE

C_phytofermentans xvla
1A0D:A | PDBID| CHATN | SEQUENCE
1A0C:A | PDBID| CHATN | SEQUENCE

MENYFFNVEPEVEYEGFNSTNEFFAFEY YDANKVVAGKTMEKEHCRFALSWRHT LCAGGADEF
——PFYFONISTIAYEGFASKNFLAFKF YNFEEKVGDEIMEEHLRFSVAYWHTIFTGDGSDEF
-HKYFENVSKIKYEGFKSHNNEY SFKF YNFEEVI DEGKTMEEALRFSIAYWHTFTADGTDRF

kk ke s kekkk ok kk skwaks SRk ek ke e wadkkks  kak K

GVITMDRTYGNIIDPMELAKREVDAGFELMITKLGIEFFCFHDADIAFEGDTFEESERNLE
GAGNMIRFWNEYS-GMDLAKRRVERAFEFFEKLNI FFFCFHDVDIAFPEGETLEET YENLD
GEATMORFWNHY TDFMDI AKRRVERAFEFFDEINAFYFCFHORDI AFPEGDTLEETHENLD

* W R s e Ko ahkkekok ks ke sk dkkkkkwaks s kkw

EIVDY IKEEMDOTGIKLLWGTANNEF SHERFMHGASTSCHADVEAYARAKIENALDATIEL
IIVIMIEEYMET SKTELLWHIANLF THFRFVHGART SCHADVEFAYARAKVEEGLEIRAERL

II‘.TAHIFDYLP"ISF'I[‘T.FI.WGIBNLFSNPRHTHGASISQ{AWAYSAAQMLEII[-"E.L
kdk  kpa o on, n kakk Rkk Raakkkakkkokkkhdhkdkhhhokksaks ko

GEEGYVEWGGREGYETLLNT DLGLELDNMARLMEMAVE Y GRANGF DGDF Y IEFEFEEEFTE
GAENYVEWGGREGYETLLNT DMELELDNLARF LHMAVD Y AKEIGFDGQFLIEFEKFEEEFTE
GGENYVFWGGREGYETLLNT DMEFEL.DNFARFLHMAVDYAKEI GFEGQFLIEFEFEEFTE

de om dkddeckdedechdeddkckdkhdd s whkdkdkkrdkrnakdkdadk o dekmdence hkdededkdedededek

HOYDFDTATVLAFLRKYGLEKDFEMN IEANHATLAGHT FEHELAMARVNGAFGIVDANQG
HOYDFDVATALAF LOTYGLEDYFEFNIEANHATLAGHT FEHELEVAR THGMLGSVIDANQE
HOYDFDVANVLAF LEKYDLDKY FEVN IEANHATLAFHDFQHELR YAR INGVLGSIDANTG

dekededdede k| dekdedew ok ok odek kdkkdedehdkddh k dudkdd ddsak mhkkudkkd *

DENLGWDIDRFETDVHSAT LAMLEVLEAGGFINGELNFDAKVERGIFEFDDIAYGY TAGH
DMLLGWDIDEFFIDLY STILAMYEI LENGGLGRGGLNF DAKVRRGSFEFEDLEYAHTIAGH
DMLLGWDIDQFFIDIEMI TLAMYEV I FMGEF DKGGLNF DAKVREASFEFEDLFLGHIAGH

& Hhkkhhk o khdk rhdkkdk kreck kdkr  hhdkkhkdhkdhkd dhikk k- L rEEEE

DIFALGLIKARETIIDDGRIAKEVDDRYASYKIGIGEAIVDGIISLEELEQYVLTHSEFVM
DSFAVGLEVAHRLIEDEVFDEF IEERYKSY TEGIGREIVEGTADFHELEAHATLOLGETIQN
DAFAKGFEVAYKLVKDEVFDKFIEERYASYKDGIGADIVS GP!]&DFRSLEF’YALERSQI‘H-I
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Figura S 3: Alinhamento entre sequéncia alvo (C. phytofermentas) e moldes.
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CLUSTAL ©(l.2.4) maultiple sequence alignment

piromyces_xyvla
120D:4| FDEID|CHATN | SEQUENCE
1A0C: 4| FDBID| CHAIN | SEQUENCE

piromyces_xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN | SEQUENCE
1A0C: 4| FDBID| CHAIN | SEQUENCE

piromyces_xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN | SEQUENCE
1R0C:%| PDBID|CHAIN | SEQUENCE

piromyces xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN| SEQUENCE
1A0C:A| FDBID|CHAIN | SEQUENCE

piromyces xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN| SEQUENCE
1A0C:A| FDBID|CHARIN| SEQUENCE

piromyces_xyvla
120D:4| FDEID|CHATN | SEQUENCE
1A0C: 4| FDBID| CHAIN | SEQUENCE

piromyces_xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN | SEQUENCE
1R0C:%| PDBID|CHAIN | SEQUENCE

piromyces xyla
1A0D:4| FDBID|CHAIN| SEQUENCE
1A0C:A| FDBID|CHARIN| SEQUENCE

MRKEYFPQIQKIKFEGEDSENFLAFHY YDREKEVHGEEMEDWLEFAMAWWHT LCRAEGADD
-——FYFONISTIAYEGPASKENFLAFKFYNFEEKVGDKTMEEHLRFSVAYWHIFIGDGSDE
--NKYFENVSKIKYEGPKSNNEY SFEF YHFEEVIDGKTMEEHLRFSIAYWHT FTADGTDR

FEROpLLLF UEE O FoEE oEmoasg R (R o REmpowoaER L oEd

FEEGETESFERNEGT DAIEI AKQKVDAGFEIMQKLGI FYYCFHDVILVSEGN S IEEYESNL
FEAGNMIRFWNEY S-GMDLAKARVEARFEFFEKLNI FFFCFHDVDIAPEGETLEET YENL
FERATMORFWNHY T DEMDI AKARVEA R FEFFDKINAFYFCFHDRDIAFEGDTLRETNENL

e FEEL HE T N

KAVVAYLKEKQKET GIKLLWSTANVE GHKR YMNGASTNFDFIVVARATVQIKNATDAGIE
DI IVDMIEEYMET SKTKLLWNIANLEFTHFRFVHGAATSCHNADVEAYRARKVEKGLETIAKR

DI IVAMIKDYLET SKTEVLWGTANLF SNERFVHGAST SCHADVEAY SARVEE
sk maa ok oz kekk kkkak » kasskkak 2 KR %k 2 sak: a:

LGAENYVFWGGREGYMSLINT DOKREKEAMATML.TMARDYAR SEGFEGT FL.IEFKFMEFT
LEAENYVFWGEREGYETLLNT DMKLELDN AR FLAMAVD Y AKEIGFDGQFLIEFKFEEFT

LEGENYVFWGEREGYETLLNT DMEFELDNFAR FLHAMAVD Y AKEIGFEGQFLIEFKFEEFT
Rk REEERRRAEEERE akRkEkEk » ok sark ok kR khks | Kk Kk RkkEEEE khd

KHQYDVDIETAIGFLERHNLDEDFEVNIEVHHATLAGHT FEHELACAVDAGMLGST DANE
KHYDFDVATALAFLOTYGLKDY FEFNIEANHATLAGHT FEHELEVARTHGMLGSVDAND

KHQYDFDVANVLAF LEKY DLDKY FEVN IEANHATLAFHDFQHELRYARTNGVL.GSI DANT
Rk ke w kka ou h kk kkk kwkkwhk %k kakkk % SSCTTIETT

GDEQNGWDIDRFFI DO YELVOARMEI IRGEEFVIGEINFDAKTRENSTDLEDI ITAHVSGE
GIMLLGWDIDEFFTDLYSTTLAMYETLENGGLGRGGLNF DAKVERGSFEFEDLFYAHTAG
GDMLLGWDIDRFET DIRMI TLAMYEVI EMGGF DEGGLNFDAKVERASFEFEDLFLGHIAG

& dedekdede wdede . * dwww ko dek dedededede ek k3 kkwuw dwuk

MDAMARAT.ENAAKLLOESEY TKMKEKER YA SFDIGI GKDFEDGK LI LEQVYEY GKENGEFK
MDSFAVGLEVAHRLIEDEVFDEF IEERYESYTEGIGREIVEGTADFHELEAHALOLGEIQ
MDAFRE EFF?HffL?EDR?FDFFIEERfﬁqffDEIEADI¥“E{BDFRQLE'YALERQQI¢
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Figura S 4: Alinhamento entre sequéncia alvo (Piromyces sp.) e moldes.

# Illustrates the SALIGH multiple sequence alignment
from modeller import *

log.verbose ()
env = environi()

env.ioc.atom files directory = ['.',

'../atom files']

aln = aligmment (env, file='malign in.ali')

aln.=salign (overhang=30,
alignment type='tree',

aln.write(file="malign.ali',
aln.write(file="malign.pap',

Figura S 5: Algoritmo utilizado para o alinhamento multiplo das sequéncias antes da

modelagem.

gap penalties 1d=(-430, -50),
output="ALIGHMENT ')

alignment format='FPIR"}
alignment format='FPAP")
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# Comparative modeling with multiple templateﬂ

from modeller import *

# Load standard Modeller classes

from modeller.automodel import * ¥ Load the automodel class
from modeller.parallel importc * $#Load parallel job class

#Parallelize jobs

j = job(host='"localhaost')
$Define number of CPUs=
j.append (local_slave())

for i in range(12):

log.verbose () # request verbose output
env = environi|) # create a new MODELLER enviromment to build this model in

# directories for input atom files

env.io.atom files directory

=['.', '../atom files']

# Read in HETATM records from template PDBs

env.io.hetatm = True

#Read in WATER records from template PDBs

env.io.water = True

a = automodel (env,
alnfile
knowns
segquence

a.starting model= 1
a.ending model = 500

# Thorough MD optimization:

a.md level = refine.slow

# Repeat the whole cycle 2
a.repeat_optimization = 5

a.max_molpdf = leé

a.use_parallel job(J)
a.make ()

'malign.ali', # alignment filename

("1alec', 'ladcd"), # codes of the templates

("myla'), # code of the target

assess_methods=(assess.DOPE, assess.normalized dope)) #DOPE and normalized DOPE =score

$# index of the first model
# index of the last model
% (determines how many models to calculate)

times and do not stop unless obj.func. > 1E6

# do the actual comparative modeling

Figura S 6: Algoritmo utilizado para a construcao dos modelos teéricos no
programa MODELLER v9.17.
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# PSIPRED HFOEMAT (PSIFRED WV3.3)

Conf:
Pred:
AL

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

3999999971 234899999852244689767315977044432354543036999599993%9
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHAAAAAAAACCCCCCCCCCC
MSYFEAITPATRYEGPQSDNPLAYHHYDPDERVLGE T LARHLRTAVCYNHTEVWPGHDIFG

10 20 30 40 20 a0

8TTT8E8899959389995975TTTT7T33536600185973431147T7895959555859555549595
CCCCCCCCCCCCCHEHAHAHHARAHNAHHARAHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHAHHHHAARH
QAL FRRPWOOPGDALERLEMEA DAL FEFFTELGT PEFYTFHDTDVAPEGDSLEEYALNFAR

TO g0 a0 100 110 120

995599998T60418930000533588001123798500908450880985788 7899588700l
HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHRAHHHHAAAAC
VDY LGERQQASGVRELLNGTANLEF SHPRFAAGA A THPNEDVEFAWARATVCHALDATHRLG

130 140 150 1a0 170 180

8561221653220232025438985595999959599987774098700320565995999888
CCCCEECCCCCCCHHHHCCCHHHHHHHHHEHHHHHHHEHHAHHCCCCCCEEECCCCCCCCCC
GENYVLWGGREGYETLLNT DLERERDQFARFLSMVVEHEHRIGFEGALLTEFEPQEPTEH

130 200 210 220 230 240

64156889999599861599553211134451001488425899999980983221379939
CCHHHHHAHHHAHAACCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCHHEHHAEAEAAAACCCCCCCCCCCCC
QY DY DVATVHGF LVOYGLONETRVN IEANHATLAGHSFHHE TANAFAT.GVEFGSVDANRGD

250 2e0 270 280 230 300

98998878859959949959599993980998599966T7534576TE9959114688598 75589
CCCCCCCCCCCCCHHEHAHHAAARAAAACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHAEHAAAAHARAR
PONGHDTDOF PN SVEELT LAFYETLEHGGF T TGGMNFDARVERQSIDPFEDLFYGHVGATID

310 320 330 340 350 3a0

995395999995395405237 799998602 2586011123565077899595959999372999389
HHHHAHHAHAHAHHCCHHHHHHHAHHCCCCHHHHHHAHCCCCCHHHHHAAARACCCCCCC
VLALATLERAAVIVENDRLDALERORY AW DDA FGRETLAGGY TLESLAADATARGVDEQH

370 380 380 400 410 420

Figura S 7: Predicéo de regides de estrutura secundaria para Xl de B. cenocepacia.

74



# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V3.3)

Conf:
Fred:
An:

Conf:
Fred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Fred:

Conf:
Fred:

9587999997125338999998522456975522687704442234464403798999988
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHAARAAAAACCCCCCCCCCC
HMEHYFPNVPEVE Y EGPHSTHPFAFKY Y DANKVVAGK TMREEACRFALSWWHT LCAGEADEE

10 20 30 40 20 ad

988To0568590008955909T4060005656T518952431146T7TT7T299993892998235
CCCCCCCCCCCCCCHHHHHHAARAHAHAARAHACCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHAAAAR
GVITHMDRTYGHNIT DPME LA ARV DAGFELMTELGIEFFCFHDADIAPEGDT FEESEFENLE

TO g0 ad 100 110 120

95955599598665185931101335886T3356589888959745895986899789598876T1
HHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHAHHARHHHHAARRE
EIVDY TEEFMDOT GIKLLNGTANNE SHPRFMHGAST SCHADVEAY AL AN THKNAT.DAT TKL

130 140 150 1a0 170 180

886530216620023420255248799999995599999745319961200046595999988
CCCCCEECCCCCHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHARHHHHACCCCCCCCCCCCCCCCCC
GEEGYVEFWNGGREGYETLLNT DLGLELDNMARI.MEMAVEY GRANGFDGDFYTEPEPEEFTE

130 200 210 220 230 240

8512558999999996195997431001321122027941799999938197T221137999
CCCHHHHAHHAAAAAACCCCCCCCHACCCCHHHACCCCHHHAARAAAACCCCCCCCCCCC
HOYDFDTATVLAFLREYGLEKDFEMNIEANHATL.AGHT FEHELAMARVNGAFGSVDANQG

250 2a0 270 280 290 300

9939988897898949599999993998099899965T6546TTE998814679897TTT59
CCCCCCCCCCCCCCHHHEHHAAARAAAAACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHAHAAAAAAAAR
DEFNLGWDT DQFPTDVHSAT LAMLEVL.KEAGGFTHGELNFDAKVRERGSFEFDDIAYGY TAGHM

310 320 330 340 350 3a0

9959998999599985120334TT99741269860532133318T8959999995383 799389
HHHHAHHAHAHAHHACCHAHHARAHAACCCCCCCCHAHHCCCCCHHHAHAAAAHCCCCCC
DTFALGLIFKAAR T TDDGRIARFVDDRYASYRTGIGKATVDGTTSLEELEQYVLTHSEFVHM

370 380 390 400 410 420

9843 T799988590632125

CCCHHHHHHHHAAHAACC

QSGRQEVLETIVNNILFR
430

Figura S 8: Predicéo de regides de estrutura secundaria para Xl de C.
phytofermentas.
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H PSIPEED HFOEMAT (PSIPRED V3.3)

Conf:
Fred:
LR

Conf:
Fred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Fred:

Conf:
Fred:

Figura S 9: Predicdo de regifes de estrutura secundaria para Xl de Piromyces sp.

3754589998722336999997523446975621697515554346565203798959999
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHARAAAAAARACCCCCCCCO
MR EY PP IR IRFEGEDSFENPLAFHY Y DAEREVHGFFME DWLRFAMAWNHT LCAEGADG

10 20 30 40 20 a0

8599088650850 093805009E8400655TEE8T0289601321256678589953855999353
CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHAAHAHAARARAHAACCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHERH
FeGGIESFPHNEGT DA IE I ARV DAGFE IMOR LG IFYYCFHDVDLVSEGHSIEEYESHL

T0 80 a0 100 110 120

995555999588628593530101345888 7345485899998 55888667859885959587556
HHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHARH
A VVAY LRER QR ET GIF L LW S TANVE GHERYMNGASTNPDFDVVARATVOIFNATDAGIE

130 140 150 1&0 170 180

18966122167310134212451788999599599999959766415959733100479993938
HCCCCCEECCCCCCHHHHHCCCHHHHHHHHEHHHHAHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCO
LeAENYVFWGGREGYMSLLNT DR REREHMATHL. THARDYARSEGFEGT FLIEPEPMEFT

130 200 210 220 230 240

98530348E8599909998655999643200133302202794178999999819811302739
CCCCHHHHHHHAAAAHHCCCCCCCCCCCCCCHHACCCCCHHARAAAAAACCCCCCCCCCO
FHOYDWDTETATGFLEAHNL.DEDFEVNIEVNHAT L AGHTFEHELACAVDAGHMIL.GSTDANE

250 2a0 270 280 230 300

99885998885799894595959999999597299888866T54567T885959814689595987 74
CCCCCCCCCCCCCCCHHHHAAAAAAAAACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHEHEHAAHARAR
GDYONGWDT DO FPI D YELVOANME I TRGGGFVIGETHNFDARKTRRNSTDLEDIITAAVSG

310 320 330 340 350 360

9959559999595884048202T89598523698604340011287899595955995986559989
HHAHAHHHHAHAHAAHCCCCHAHHAAHACCCCCCCCCCHHCCCCCHHHARAHAHACCCCC
MOaMARA T ENA LK. LOE SEY TEMEFERYASFDSGIGEDFEDGE LT LEQVYEYGEENGEFE

370 380 380 400 410 420

90824599998641089

CCCCHHHHHHHHHHCCC

QTSGRQELYEAIVAMYQ
430
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PROCHECK

Ramachandran Plot
input_atom_only

Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.
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-180  -135 -90 -45 45 90 135
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A.B,L] 1434 93.8%
Residues in additional allowed regions [a,b,1.p] 82 5.4%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 11 0.7%
Residues in disallowed regions 1 0.1%
Number of non-glycine and non-proline residues 1_5_58 1(_)_0- 0"0
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 8
Number of glycine residues (shown as triangles) 148
Number of proline residues 76
1760

Figura S11: Plot de Ramachandran para o modelo de B. cenocepacia.
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PROCHECK

Ramachandran Plot
input_atom_only

180 = -
‘ | p .
135 F — s
90 F —
— - ;“ i
3 | _'_L‘?A
= | — '2ar
g T
= |
- |
[ . ’J
90+ mm J_,— —
. ’—‘ ’—r ) THR:F: (A)
(135 - =
b | | | | ALﬂp'sats (D L a
J“ LI a4 | — ]
180 -135 =90 -45 45 90 135 180

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] 1432 94.0%
Residues in additional allowed regions [a.b.l.p] 5.5%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 7 0.5%
Residues in disallowed regions 1 0.1%
Number of non-glycine and non-proline residues 1524 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 8

Number of glycine residues (shown as triangles) 164

Number of proline residues 56

Total number of residues 1752

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%. a good quali

ty model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.

Figura S12: Plot de Ramachandran para o modelo de C. phytofermentans.



PROCHECK

Ramachandran Plot
input atom only

| [ ] . b
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13547 _ | K
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-180  -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 1446 93.7%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 88 5.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 8 0.5%
Residues in disallowed regions 2 0.1%
Number of non-glycine and non-proline residues 1544 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 8

Number of glycine residues (shown as triangles) 152

Number of proline residues 44

Total number of residues 1748

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Figura S13: Plot de Ramachandran para o modelo de Piromyces sp.




