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RESUMO

Referéncia: DUTRA, Flavia Rodrigues Pereira. ldentificacdo de enzimas
expressas em clones metagendmicos por espectrometria de massa. 2014.
74 pp. Dissertacdo Programa Strictu sensu em Ciéncias Genbdmicas e

Biotecnologia. Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia, 2014.

O desenvolvimento de ferramentas biotecnolOgicas que propiciem a busca por
novas enzimas que desempenhem a sua acdo catalitica em ambientes nao
fisiol6gicos, € um dos focos de aplicagdes da ciéncia moderna. A procura por
novos produtos génicos oriundos de bibliotecas metagendmicas tornou-se
fundamental para diversas areas tecnoldgicas. Com o advento desta técnica,
0s genomas de organismos nao cultivados também se tornaram acessiveis
para aplicacdes biotecnoldgicas. Assim, a busca de novos genes funcionais
com potencial uso comercial e de interesse para a industria tornou-se rotina.
Dentre os produtos génicos mais procurados, enzimas sao amplamente
exploradas nestes acervos. Uma vez que um clone com atividade enzimatica é
identificado, o gargalo esta ndo correlacdo entre diversos genes presentes no
fragmento de DNA e a atividade enzimatica de interesse. Andlises in silico
baseiam-se em comparacfes de sequéncias de ORFs (open reading frame)
depositadas em banco de dados. Quando ndo h& similaridade entre as
sequéncias alinhadas, ndo é possivel definir qual a sequéncia decodificadora.
Estas sequéncias presentes em bancos de dados representam apenas uma
infima parte de ORFs existentes, o que é um limitante na busca por novas
moléculas. Assim, faz-se necessa’rio um processo que minimize o trabalho e o
tempo na busca destes novos produtos enzimaticos a partir de clones
metagendmicos. A associacdo de técnicas de purificacdo de proteinas a
espectrometria de massa, pode se tornar importante ferramenta aplicadas a
esta busca. O objetivo central deste trabalho foi minimizar o tempo que € gasto
na obtencdo de sequéncias génicas e diminuir as limitagdes da analise in silico,
que apenas reconhecem sequéncias de ORFs que possuam sequéncias de
organismos filogeneticamente proximos depositadas em bancos de dados.
Para isto, neste trabalho, utilizou-se uma abordagem protedmica, baseada
emtécnicas de espectrometria de massa, para tornar mais célere a correlacdo
entre a enzima de interesse e sua respectiva ORF.

Palavras-chave: Metagen6mica, expressao proteica, espectrometria de massa.



ABSTRACT

The development of biotechnological tools that facilitate the search for new
enzymes perform their catalytic action in non-physiological environments, is one
of the focuses of applications of modern science. The search for new gene
products derived from metagenomic libraries has become essential for many
technological areas. With the advent of this technique, the genomes of
uncultivated organisms have also become available for biotechnological
applications. Thus, the search for new functional genes with potential
commercial use and interest to the industry has become routine. Among the
most popular gene products, enzymes are widely exploited in these collections.
Once a clone is identified with enzyme activity, the bottleneck is no correlation
between various genes present in the DNA fragment of interest and enzymatic
activity. In silico analysis based on sequence comparisons of ORFs (open
reading frame) deposited in the database. When there is no similarity between
the aligned sequences, it is not possible to define which sequence decoder.
These sequences present in databases represent only a small part of existing
ORFs, which is a limiting factor in the search for new molecules. Thus, it makes
necessa'rio a process that minimizes the work and time in the pursuit of these
new enzyme products from metagenomic clones. The combination of
techniques for protein purification and mass spectrometry, can become an
important tool applied to this search. The central objective of this study was to
minimize the time that is spent in obtaining gene sequences and decrease the
limitations of in silico analysis, which only recognize sequences of ORFs that
have sequences phylogenetically close organisms deposited in databases. For
this, in this work we used a proteomics based approach emtécnicas mass
spectrometry to make faster the correlation between the enzyme of interest and
its respective ORF.

Keywords: Metagenomics, protein expression, mass spectrometry
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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo compostos moleculares de natureza comumente protéica que
tem funcdo catalisadora, ou seja, que diminuem a energia de ativacdo necessaria
para que aconteca uma reacdo quimica (BON; FERRARA; CORVO, 2008). A
heterogeneidade deste grupo em catalisar diferentes rea¢des quimicas, fez com que
estas biomoléculas fossem amplamente exploradas por diversos setores da
industria, visando a celeridade na producdo de insumos. A busca por novas
enzimas, que sejam mais adequadas a producdo biotecnolédgica tornou-se um dos
pilares da industria moderna (JIN et al., 2012).

Com o advento da engenharia genética, a producdo de enzimas em larga
escala tornou-se possivel, permitido a sele¢cdo da biomolécula mais adequada para
a atividade em questdo (BON et al., 2008). Ferramentas biotecnolégicas sao
utilizadas para desenvolver moléculas que sejam estaveis em condi¢cdes extremas
(DIAZ-RODRIGUEZ; DAVIS, 2011).

Neste aspecto, microrganismos tornaram-se alvos na busca por novas
enzimas. Seu papel ecolégico na degradacdo de substratos complexos e a infinita
quantidade de espécies microbianas que ainda sao desconhecidas, fez deste grupo
um acervo infindavel de biomoléculas (KNIGHT et al., 2012).

De forma a ter acesso a essas espécies microbianas desconhecidas, a
metagendmica foi desenvolvida como uma ferramenta inicialmente concebida para
classificar microrganismos filogeneticamente de forma mais assertiva. Com a
evolucdo da técnica, tornou-se possivel a busca pelas sequéncias génicas
responsaveis pela sintese protéica em organismos nao cultivaveis (SIMON; DANIEL,
2009).

A triagem por enzimas em bibliotecas metagen6micas € realizada atraves de
testes in vitro, tendo em vista uma determinada atividade enzimatica. A correlacdo
gue se faz entre o gene codificante e a enzima de interesse, quase sempre é uma
tarefa ardua. Para a busca por ORFs em clones metagenémicos, é necessario que
seja feita uma busca em bancos de dados a procura de sequéncias equivalentes.
Com isso, ha a inevitavel perda de informacdo de novas ORFs que estao
relacionadas a codificacdo de proteinas, mas por ndo possuirem nenhuma
correlagdo com os bancos de dados, ndo séo identificadas, e isto acaba se tornando

um viés na busca por novas enzimas.
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ApGs adquirir a sequéncia da ORF relacionada a enzima, é necessaria a
transferéncia desta sequéncia de nucleotideos para um vetor de expressao para a
confirmacédo da atividade, ndo sendo garantido que esta confirmacéo sera obtida. A
idéia de se identificar a sequéncia do gene codante através da sequéncia de
aminoacidos proveniente da enzima que estd sendo expressa, € nova e esta
arraigada a desafios.

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a um
espectrometro de massa do tipo electrospray (ESI) vem sendo comumente utilizado
para a identificacdo de peptideos clivados enzimaticamente. (CHEN; CANALES;
NEAL, 2011). A sensibilidade da técnica permite uma busca mais acurada por
proteinas em amostras complexas com um alto rendimento.

Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de desenvolver uma métodologia
por espectrometria de massa, que vise identificar a enzima de interesse com base

no gene codificante do clone metagendémico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BUSCA POR NOVAS ENZIMAS

O uso de enzimas para a fabricacdo de produtos confunde-se com a histéria
da civilizacdo (BON et al., 2008). Relatos do uso de microrganismos na producéo de
alimentos mostram que ja ha milhares de anos, enzimas eram manipuladas por
nossos ancestrais de forma indireta, j& que o entendimento de que ndo eram 0s
microrganismos em Si, mas Sim as enzimas sintetizadas por estes que eram
responsaveis pelas reacfes quimicas sO foi possivel em meados do século XIX
(LIESE; SEELBACH; WANDREY, 2008).

Processos industriais sdo extremamente dependentes de biocatalisadores.
Pela sua variabilidade de fungdes, enzimas séo utilizadas em larga escala desde a
producdo de alimentos e detergentes até a producdo de biocombustiveis
(AKERQOYD et al., 2013). Sao recursos utilizados também por industrias quimicas,
téxteis e farmacéuticas. De maneira geral, biocatalizadores idealizados pela industria
precisam ser ativos in vitro, estaveis quando submetidos a altas temperaturas e,
altas variacbes de pH, eficientes e altamente especificos quanto ao substrato
(LORENZ; ECK, 2005).

A utilizacdo de reagdes quimicas para a producdo de bens de consumo tem
se consolidado como um dos pilares da industria moderna. Como a maior parte
destas reacdes precisam de catalisadores para serem concluidas, a utilizacdo de
enzimas tem se mostrado vantajosa (JIN et al., 2012). O fato deste grupo ser
extremamente heterogéneo, faz com que estas moléculas sejam responsaveis pela
catalise de uma gama de diferentes reacbes quimicas, além de serem
biocatalizadores extremamente eficientes, e ndo causarem danos ao meio ambiente
(MA et al., 2013). Todas estas vantagens fazem das enzimas alvo de grande
interesse comercial (WANG et al., 2012).

A variacdo nos precos das acgbes, o0 alto preco dos insumos, assim como o
aumento da importancia da sustentabilidade, exige que a producéo biotecnologica
seja extremamente eficiente a ponto de garantir uma produ¢cdo em massa que gere
lucro. Com isso, € necessario 0 investimento macico no desenvolvimento de
metodologias que aperfeicoem a catalise enzimatica (KUPPERS et al., 2014).

A eficiéncia das enzimas em catalisar reacdes quimicas esta relacionada com

o tipo de interacdo que pode ocorrer com 0 substrato. Caracteristicas como
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estereosseletividade, quimiosseletividade e regiosseletividade podem ser atraentes
do ponto de vista industrial (CHICA; DOUCET; PELLETIER, 2005; YANG; WONG,;
LIGHTSTONE, 2014).

Em nivel industrial, € necessario que a enzima esteja adequada a condicdes
gue ndo sdo as ideais para a sua atividade, e sim condicbes que favorecam a
producdo em larga escala. E interessante que a enzima tenha alta seletividade e
especificidade a substratos ndo naturais. E importante também que a enzima nao
seja inibida por altas concentracdes de produto ou de substrato. Manter a atividade
elevada em altas temperaturas e condi¢cdes extremas de pH, também sdo quesitos
necessarios (DRAUZ, 2012).

Com o objetivo de desenvolver moléculas cujo desempenho em condicdes
nao fisioldgicas seja adequado, ferramentas biotecnologicas sao utilizadas. Como
exemplo pode-se citar a modificagdo quimica, onde alguns residuos de amino acidos
s&o substituidos, proporcionando maior estabilidade a enzima (DIAZ-RODRIGUEZ;
DAVIS, 2011; HU et al., 2014).

Outra estratégia utilizada estd em explorar a microbiota existente em
ambientes extremos. Microrganismos sujeitos a condigcdes extremas fornecem
enzimas que sdo estaveis quando em altas temperaturas ou baixo niveis de pH
(DEIVE et al., 2013; NAVARRO; VON BERNATH; JEREZ, 2013).

Existe ainda a possibilidade de unir as duas técnicas, buscando enzimas em
organismos extremaofilos e a utilizacdo de modificacdes fisico-quimicas com o intuito
de melhorar a atividade catalitica (COWAN; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

2.2 MICRORGANISMOS COMO FONTES DE NOVAS ENZIMAS

Microrganismos presentes em diversos ecossistemas possuem a capacidade
de degradar substratos complexos. Esta atividade -catalitica é explorada no
desenvolvimento de produtos oriundos do processamento de matérias naturais. A
quantidade de espécies microbianas existente no planeta ultrapassa a ordem de
10%°. A grande maioria das espécies ainda continua desconhecida, assim como a
respectiva funcdo que desempenha dentro do sistema (KNIGHT et al., 2012).

Caracteristicas fenotipicas séo influenciadas por fatores ambientais. A
escolha do nicho de onde microrganismos serdo amostrados € uma forma de pré

estabelecer quais as condi¢des fisico-quimicas em que as biomoléculas produzidas
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serdo ativas. Estados extremos relacionados a altas temperaturas, variagdes de pH,
pouca disponibilidade de nutrientes e altas concentragcdes de sais, sdo condi¢cdes em
gue a maioria dos processos industriais ocorrem e por iSSo as enzimas utilizadas
precisam ser estaveis nestas a estas situacoes.

Sedimentos terrestres estdo entre 0os ambientes mais explorados em busca
de novas biomoléculas. Solos sdo ambientes amplamente diversos em comunidades
microbianas, onde o numero de células procaridticas pode chegar a mais de 10
bilhdes, podendo conter milhares de genomas diferentes (KNIGHT et al., 2012).

A diversidade de nichos terrestres, com diferentes composicdes fisico-
quimicas tem ampliado o campo de busca por novas biomoléculas. Microrganismos
extraidos de sedimentos de ambientes de altas temperaturas, pHs extremos ou com
altas concentracbes de sais, sdo explorados em busca de enzimas altamente
estaveis e que sejam viaveis em processos industriais (MOE; MCMAHON;
THOMAS, 2010).

Além da triagem em ambientes mais abrangentes, em que a diversidade de
microrganismos amplia a busca por diferentes biomoléculas, outro tipo de
abordagem pode ser utilizado, com a exploracdo de ambientes que favorecem a
expressdo de fendtipos especificos. Microrganismos simbiontes presentes no trato
intestinal de alguns animais sdo explorados por serem especializados em degradar
materiais complexos (SIMON; DANIEL, 2009).

2.3 DESENVOLVIMENTO DA METAGENOMICA

A abordagem classica para a obtencdo do genoma de microrganismo,
dependente de cultivo, mostrou ser um método limitado, pois apenas um infimo
namero de espécies sdo cultivaveis (LEE; LEE, 2013).

A metagendmica surgiu com a necessidade de melhorar a classificacdo
filogenética de microrganismos. Técnicas de cultivo in vitro, permitem que apenas
um infimo grupo (1% a 10%) de microrganismos cresga em condi¢des controladas,
sendo assim, a informacdo sobre a maior parte das espécies é perdida (SIERRA-
GARCIA et al., 2014).

A metagendmica permitiu o acesso a todo o DNA genbmico de

microrganismos existentes em um determinado sistema. Este tipo de informacgao
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permitiu além da classificacéo filogenética, a classificagédo funcional que a microbiota
desempenha em seu ambiente (XU; GUNSOLLEY, 2014).

A técnica resume-se a extracdo do DNA total de uma amostra ambiental
coletada. O material genético extraido é clivado, gerando fragmentos randémicos
que por sua vez serdo ligados a vetores de clonagem e inseridos em células
hospedeiras.

A abordagem funcional da metagenémica esta relacionada a busca de novos
genes codantes existentes nos fragmentos de DNA que foram inseridos nos vetores
de clonagem. Para esta busca, é necessario que sejam realizados ensaios voltados
para a expressao de determinada funcdo. Apés a confirmacao, clones com atividade

positiva sdo sequenciados em busca de possiveis ORFs.

2.3.1 Bibliotecas Metagendmicas

A bioprospeccdo em bibliotecas metagenbémicas tornou-se uma
vertente importante na area biotecnoldgica. A busca por genes que codificam
produtos de interesse biotecnolégico em bibliotecas metagenémicas vem sendo
amplamente explorada a procura de recursos que sejam aplicaveis em setores
agricolas, farmacéuticos e industriais. O desenvolvimento de novas tecnologias
proporcionou 0 acesso a inumeros produtos oriundos de microrganismos (SIMON;
DANIEL, 2009).

Vetores de clonagem podem ser classificados de acordo com o tamanho do
fragmento de DNA exdgeno que comportam. A escolha do vetor esta relacionada ao
tipo de informacao que se deseja obter.

Plasmideos sao vetores que suportam fragmentos pequenos, que variam de 5
a 10 kb. O uso destes vetores para a construcdo de bibliotecas de pequenos
insertos é comum pela facilidade de clonagem e manipulacdo (MOE et al., 2010).
Plasmideos podem oferecer até centenas de copias por célula e continuarem
estaveis. Como a maior parte dos genes que codificam enzimas de origem
microbiana possuem o tamanho de 1 a 2 kb de comprimento, € comum 0 uso de
plasmideos para a construcéo de bibliotecas metagendmicas onde o foco de busca
sd@o novas enzimas Uma das limitacdes no uso de plasmideos esta no fato de que
algumas sequéncias de ORFs (Open Reading Frame) sdo maiores que a

capacidade do vetor e por isso podem ser truncadas (YUN et al., 2004).
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A construcdo de bibliotecas de grandes insertos, que suportam fragmentos de
aproximadamente 50 kb, aumenta a probabilidade de fragmentos possuirem ORFs
inteiras. Vetores para grandes insertos sdo comumente utilizados em montagens de
genomas (MOE et al., 2010). Vias metabdlicas para a biossintese de metabolitos
secundarios em bactérias sdo relacionadas a genes que estdo fortemente
agrupados. Vetores para grandes insertos também séo utilizados na identificacédo de

grupos de genes (VICK et al., 2011).

2.3.2 Triagem de bibliotecas metagendmicas baseada na funcéo de genes

A maioria dos estudos envolvendo metagenomas esté relacionadas a um dos
trés tipos de abordagens a seguir: a procura de fenotipos em bibliotecas
metagendmicas e posterior tentativa de determinar a origem filogenética; a
classificacdo filogenética através de busca por ancoras filogenéticas e posterior
varredura em busca de genes de interesse e que caracterizem a funcdo do
organismo dentro do bioma; e por ultimo, a montagem completa de genomas e a
partir disso determinar a funcao especifica de cada gene (VICK et al., 2011).

A caracterizacdo de organismos através de estudos relacionados a funcéo de
genes passou a ser uma das principais vertentes de estudos metagendmicos. Além
de possibilitar a descri¢cao funcional de espécies em seu habitat, a técnica permitiu o
acesso a microrganismos ndo cultivaveis como fontes de recursos aplicaveis em
atividades biotecnoldgicas (SIMON; DANIEL, 2009).

Dois tipos de abordagem sao utilizados para a busca de informacéo
relacionada a funcdo génica dentro de bibliotecas metagenémicas: em uma,
baseada na sequéncia do fragmento, clones sdo sequenciados em busca de genes
de interesse. Esta técnica é adequada quando ha sequéncias de genes homologos
depositados em bancos de dados. A outra abordagem baseia-se na deteccdo de um
fendtipo através de testes de atividade. Uma das vantagens desta abordagem esta
na quantidade de clones que podem ser testados em um curto espagco de tempo
(MOE et al., 2010).

2.4 EXPRESSAO DE ENZIMAS

A engenharia genética tornou possivel a producdo de enzimas em larga

escala. A tecnologia do DNA recombinante permitiu que genes ligados a expresséo
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de enzimas fossem transferidos a outros organismos que se tornam entao
geneticamente modificados, que expressam a enzima de interesse em condi¢cdes
controlaveis, levando a super producdo da enzima alvo (BON et al., 2008). Escolher
de forma assertiva as ferramentas a serem utilizadas no desenvolvimento do
bioprocesso, como a selecdo da célula hospedeira e as condicdes para o
desenvolvimento da cepa, a escolha de um vetor de expressao estavel e que tenha
um promotor de transcricdo forte, que permita a transcricdo eficaz do gene
heterdlogo, permitem que a enzima seja obtida em grandes quantidades, tornado o
produto compETitivo no mercado (KUPPERS et al., 2014).

Dentre os muitos sistemas de expressao existentes, o mais utilizado é a
bactéria Gram negativa Escherichia coli. Esta preferéncia se deve ao rapido
crescimento das cepas, 0 baixo custo para a manutencdo do sistema e o constante
aperfeicoamento do sistema, diminuido vieses como a diferencas relacionadas ao
codon utilizado, ineficiéncia na formacdo de pontes dissulfeto, dificuldades em
expressar proteinas de membrana, assim como a expressao de proteinas
secretadas (ASSENBERG et al., 2013; DE MARCO, 2012).

Vetores de expressao em geral sdo geneticamente arquitetados para obterem
elementos que induzam a expresséao heterdloga de forma eficaz. Sdo compostos por
replicons, marcadores de sele¢éo, promotores e terminadores de transcricao.

Promotores de transcricdo sao projetados para aumentar os niveis de
expressdo do gene na presenca de indutores. A atividade de um promotor
fortemente induzido garante que a maior parte da expresséo dentro da célula seja do
gene de interesse. A superexpressdo precoce de proteinas heterélogas pode
interferir no crescimento celular. Baixos niveis de expressdo na auséncia do indutor
reduzem niveis de estresse celular e eventual perda do plasmideo, caso o produto
da expresséo seja toxico a célula (BROADWAY, 2013).

2.5 EXPRESSAO DE FENOTIPOS

Andlises baseadas na funcao séo iniciadas com a identificacdo de clones que
expressam determinado fendtipo, seguido pela caracterizacdo dos clones positivos
por analises bioquimicas e sequenciamento. Clones de bibliotecas metagenémicas
sdo submetidos a testes que permitem a deteccdo da expressao de determinado
fendtipo (REYMOND; FLUXA; MAILLARD, 2008). A primeira triagem em busca de
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atividade biolégica é comumente realizada em placas de agar, em que a detecgéo
de atividade acontece pela observacdo de mudancas fisicas no meio de cultura
(UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009). ApoOs esta primeira triagem, o DNA plasmidial &
sequenciado. As sequéncias obtidas sdo montadas por sobreposicédo e confrontadas
com bancos de dados com o intuito de serem identificadas possiveis sequéncias de
ORFs gue possam ser responsaveis pela atividade funcional do clone (YUN et al.,
2004).

A busca por genes € direcionada pela procura de janelas de leitura (Open
Reading Frames). ORFs sao regides presentes em genes e tem como funcéo, a
codificacdo de proteinas. A montante possuem um cédon de iniciacdo e a jusante
sdo marcados por um codon de terminacdo. Sao identificadas pelo alinhamento de
sequéncias de genes ortélogos ou pelo alinhamento de sequéncias de genes
homélogos de uma mesma familia (BRENT, 2005). A predicdo de genes também
pode ser realizada pelo uso de sequéncias ndo redundantes de aminoacidos
(VENTER et al., 2004).

ApoOs a realizacdo da busca por ORFs, aquelas que estdo relacionadas a
atividade enzimética estudada, tem a sequéncia reinserida em vetores de

superexpressao para a caracterizagao da nova enzima.

2.5.1 LimitacOes das analises baseadas em funcéao

A probabilidade de identificar a funcdo de um gene heterdlogo € influenciada
por fatores como o sistema vetor-hospedeiro, o tamanho do gene de interesse, quao
abundante no ambiente é a espécie da qual o gene é oriundo, o tipo de ensaio
enzimatico e a eficiéncia na expressdo deste gene na célula hospedeira
(UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009).

O uso predominante de cepas de Escherichia coli como hospedeiras na
construgcdo de bibliotecas metagenémicas traz algumas limitagcbes a expresséo de
alguns genes de DNA metagendémico (MCMAHON et al., 2012).

A triagem funcional em bibliotecas metagendémicas é realizada principalmente
através de ensaios enzimaticos em meio sélido. Testes em placas de agar permitem
a verificacdo de uma mesma atividade em centenas de clones ao mesmo tempo.
Porém o método traz algumas limitacdes, pois mesmo com o0 uso de ferramentas

que possam induzir a expressdo ou 0 aumento da replicacdo dos vetores, ha a
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possibilidade da proteina ser pouco secretada, dificultando a analise visual da
atividade biolégica (MEWIS; TAUPP; HALLAM, 2011).

O uso de cepas de Escherichia coli como hospedeiras em processos de
expressdo heterdloga ja é bem fundamentado. A escolha de E. coli como sistema
modelo esta relacionada a alta taxa de crescimento em meios quimicamente
definidos, além da facilidade de transformacdo e manipulagdo genética ajudaram a
consolidar o uso deste organismo. O conhecimento sobre o metabolismo destes
organismos permitiu o desenvolvimento de diversas cepas e dezenas de vetores
compativeis (FAKRUDDIN et al., 2013). Apesar de E. coli ser um organismo ja
estabelecido como modelo em expressdo de proteinas recombinantes, alguns
fatores podem dificultar a recuperacdo da proteina heteréloga. A recuperacdo de
produtos recombinantes é simplificada quando estas sdo secretadas para o meio
externo ou para o espaco periplasmético. Além disso, proteinas recombinantes
quando sdo secretadas apresentam-se mais estaveis e sollveis, 0 que leva ao
aumento da atividade biolégica. As vias de secrecdo presentes em cepas de
Escherichia coli podem né&o ser capazes de transportar determinadas proteinas e o
acumulo destas no meio citoplasmatico pode levar a formacdo de corpos de
inclusao, dificultando o processo de recuperacao de proteinas ativas. Proteinas que
sdo secretadas para o meio extracelular ou espaco periplasméatico sdo mais estaveis
por que estdo menos expostas a atividade de proteases, presentes em maior
namero dentro do citoplasma. Além disso, E. coli € um organismo nédo secreta altas
quantidades de proteina naturalmente (SCHLEGEL et al., 2013).

Esta dificuldade em exportar a proteina pode estar relacionada a preferéncia
que a E. coli tem de usar outros codons, podendo levar a substituicdo de
aminoacidos presentes no peptideo sinal, diminuindo a eficiéncia na exportacao
(ZALUCKI; BEACHAM; JENNINGS, 2009).

Umas das alternativas para otimizar o processo de producdo de proteinas
recombinantes é substituicdo da E. coli por cepas de bactérias mais suscetiveis a
secretarem proteinas. Bacillus sp. possuem algumas vantagens sobre cepas de E.
coli como hospedeiros em processos de expressao heteréloga. Sao bactérias gram-
positivas que possuem um eficiente sistema de secrecdo de proteinas, ndo fazem
uso frequente de cédons incomuns, além produzirem proteinas de melhor qualidade
(VAVROVA; MUCHOVA; BARAK, 2010).
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A triagem de bibliotecas metagenémicas em busca de novas biomoléculas é
um processo que exige que o fragmento de DNA exdgeno seja retransformado e
subclonado para que a atividade seja confirmada. Da montagem da biblioteca até a
obtencdo de uma possivel sequéncia ligada a ORF de gene de interesse, € um
processo delongado, devido a incessante necessidade de reconfirmar a atividade do
fragmento a cada processo.

A busca por ORFs através do alinhamento de sequéncias tem como limitante
0 numero de sequéncias com funcdo conhecida depositadas em bancos de dados.
Janelas de leitura que ndo possuem sequéncias de genes 6rtologos ou homoélogos
depositadas, ndo podem ter a sua atividade predita.

2.6 BUSCA POR NOVAS ENZIMAS USANDO FERRAMENTAS LIGADAS A
PROTEOMICA

O desenvolvimento de técnicas para identificagcdo de proteinas em larga
escala, que envolvem uma abordagem protebmica como ferramentas ligadas a
caracterizacdo de proteinas por espectrometria de massa, estdo sendo cada vez
mais utilizadas na caracterizagdo protéica em amostras complexas (AEBERSOLD;
MANN, 2003).

Peptide Mass Fingerprint € um método utilizado em espectrometria de massa
para correlacionar sequéncias de aminoacidos a uma determinada proteina.
Proteinas com diferentes sequéncias de aminoacidos sdo submetidas a protedlise
por proteases que irdo gerar fragmentos especificos, apenas encontrados na
proteina em questdo. Desta forma, se a sequéncia de aminoacidos estiver
depositada em um banco de dados, entdo € possivel correlacionar ambas as
sequéncias e determinar qual é a proteina (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001).

Para que este mapeamento baseado na massa de peptideos ocorra, é
necessario que a proteina esteja isolada. E necessario que haja uma separacéo
prévia, ou utilizando técnicas de gel 2DE ou por cromatografia liquida (THIEDE et
al., 2005).

Porém, estas técnicas estdo sendo aprimoradas, permitindo a busca por
enzimas em amostras complexas. Akeroyd e colaboradores (2013) utilizaram

fragmentos proteicos adquiridos por espectrometria de massa para a identificacéo
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de proteinas superexpressas provenientes de biblioteca de cDNA. Enzimas
secretadas por B. subtilis foram usadas apds a superexpressdo. A proposta deste
trabalho € utilizar técnicas de alto rendimento por LC- MS/MS com o intuito agilizar a
busca pelas proteinas secretadas dentre os clones da biblioteca. A técnica esta
relacionada a obtencdo da sequéncia de aminoacidos presentes em peptideos por
espectrometria de massa.

A proposta deste trabalho é apresentar uma metodologia para caracterizar
celulases provenientes de clones de bibliotecas metagenémicas de grandes e
pequenos insertos como prova de conceito. Por meio da analise do extrato celular
utilizando ferramentas baseadas em prote6mica, o sequenciamento de fragmentos
obtidos por MS/MS e identificacdo da proteina por meio da comparacédo das massas
e das sequéncias dos fragmentos bancos de dados, além de comparar essas
sequéncias proteicas com as proteinas hipotéticas das ORFs identificadas em
clones metagenémicos. Dessa forma, a intencdo é diminuir a dependéncia das
analises do sequenciamento do fragmento do DNA exdgeno em busca de ORFs

para a obtencéo da identidade da proteina.

2.7 BIBLIOTECAS METAGENOMICAS UTILIZADAS

A relagdo de organismos entre si e com o ambiente ao qual pertencem
permite a selecdo de um nicho a ser amostrado de acordo com o tipo de funcéo a
qual se deseja explorar. A busca por glicosil hidrolases tende a ser realizada em
ambientes onde ha o acumulo e degradacdo de matéria organica vegetal, como por
exemplo, o trato intestinal de alguns animais, como ruminantes (HESS et al., 2011).
Microrganismos provenientes de solo também s&o explorados em busca de enzimas
que hidrolisem matéria lignoseluldsica (DANIEL, 2011).

Clones para a realizacdo deste trabalho foram obtidos de duas bibliotecas
metagenbmicas, uma de pequenos insertos, em que rumen caprino foi a amostra
utilizada para a extracdo de DNA metagendmico (CUNHA et al., 2009), e uma de
grandes insertos, onde o DNA foi extraido de amostra proveniente de solo de
floresta Amazénica (BERGMANN, et al., 2013). Celulases séo o objeto de busca em

ambas as bibliotecas.
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3. JUSTIFICATIVA

A abordagem atual para a busca de novas enzimas em clones
metagendmicos despende muito tempo entre retransformacdes e reconfirmacdes da
atividade, além da dificulade de se obter uma sequéncia de ORF com homologia em
bancos de dados, de forma a se confirmar a identidade da nova enzima expressa. A
abordagem proposta neste trabalho tem como objetivo testar a atividade enzimatica
de clones metagendmicos, e a partir do cultivo deles em meio liquido e andlise do
extrato celular, tentar identificar a enzima de interesse por meio de técnicas de LC-
MS/MS de alto desempenho. Dessa forma, a partir do extrato celular contendo a
enzima ativa, pequenas sequéncias de aminoacidos tripticas obtidas poderiam servir
de base para a busca da sequéncia da ORF relacionada que nao possuia
semelhanca suficiente em bancos de dados. A utilizacdo de técnicas baseadas em
protedmica na busca por novas enzimas em bibliotecas metagenomicas é uma
abordagem inovadora, que tem como intuito acelerar e auxiliar a busca por novas

enzimas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar técnicas baseadas em espectrometria de massa para identificar

celulases expressas em clones metagenémicos que possuem ORFs sequenciadas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ratificar a atividade enziméatica em meio liquido dos clones obtidos em
bibliotecas metagendmicas, tendo em vista que os clones foram testados
apenas em meio sélido;

e Tripsinizar e fracionar os extratos celulares por cromatografia liquida de
alta eficiéncia;

e Acoplar o fracionamento dos peptideos tripticos a um espectrébmetro de
massa do tipo electrospray para a obtencao de espectros de MS/MS;

e Obter as sequéncias de fragmentos tripsinizados por MS/MS;

e Confrontar os peptideos sequenciados as sequéncias proteicas
hipotéticas das ORFs do clone metagenémico de forma a identificar a
ORF expressa,;

e Validar a estratégia comparando a sequéncia peptidica obtida com a

sequéncia do inserto no clone metagenémico de partida;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para este estudo, foram utilizadas duas bibliotecas, uma de grandes insertos
proveniente do DNA extraido de solo Amazonico, de onde foram obtidos inicialmente
15 clones testados para atividade celulolitica e uma de pequenos insertos,
proveniente da extracdo do DNA de microrganismos presentes em rumen caprino,
de onde foi obtido um clone testado para atividade celulolitica. Este ultimo clone
esta, em trabalho paralelo, tendo sua cinética enzimatica caracterizada, portanto foi
também objeto de estudo a sua forma superexpressa, onde a sequéncia da ORF
relacionada a expresséo da enzima esté inserida em um vetor de expressao.

Ap6s a confirmagdo da atividade enzimatica, constituida por triplicatas
técnicas e bioldgicas, os resultados obtidos foram validados por teste estatistico
apropriado. Os extratos celulares provenientes dos clones com atividade confirmada
foram tripsinizados para a obtencdo de espectros por LC-MS/MS. Sequéncias de
aminoacidos foram obtidas por MS/MS e sobrepostas com as sequéncias de
aminoacidos das ORFs obtidas nas sequéncias génicas e que estavam relacionadas
a atividade enzimatica de interesse (Figura 1). Fragmentos tripticos das sequéncias
génicas foram obtidos in silico.

Figura 1. Esquema da estratégia experimental utilizada. Da esquerda para direita, tem-se o

crescimento das células; a obtencdo do extrato bruto; o ensaio enzimatico; a obtencdo de fragmentos
tripticos pro LC-MS/MS.
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In silico, foi realizada a a localizacdo dos fragmentos obtidos por LC-MS/MS
no vetor de clonagem. O fluxograma geral do trabalho pode ser observado na figura
2.

Figura 2. Fluxograma do desenho experimental.
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5.2 BIBLIOTECAS METAGENOMICAS ESTUDADAS

5.2.1 Bibliotecas de pequenos insertos

A biblioteca de pequenos insertos, construida pela mestre Isabel Cunha
(CUNHA, 2010), é resultante da clonagem de DNA extraido e isolado da microbiota
de ramen caprino no vetor de clonagem PCF430 (NEWMAN; FUQUA, 1999). O DNA
total extraido foi digerido com a enzima de restri¢cao Pstl (Figura 3). Fragmentos de 2
a 8 kB foram inseridos no vetor e clonados em cepas de Escherichia coli EPI300. O
vetor PCF430 possui promotor Pgap, fortemente induzido por L-arabinose, o que
permite o controle acurado da expressdo em cepas de E. coli (Figura 4). A regulacao
ocorre com a proteina AraC, que atua tanto no feedback positivo quanto no negativo.
Na auséncia de L-arabinose, esta proteina se liga a montante do promotor Pgap,

inibindo a expresséo.
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Figura 3— Mapa do vetor de clonagem PCF430 utilizado na montagem da biblioteca. O DNA clonado
foi digerido com a enzima de restricéo Pstl (NEWMAN; FUQUA, 1999).
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5.2.2 Biblioteca de grandes insertos

O DNA isolado oriundo de solo de floresta Amazonica foi clonado no vetor
pCC1FOS (Epicentre). O DNA purificado foi ligado ao vetor, usando Copy Control
Fosmid Library Production Kit (Epicentre) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Fragmentos de aproximadamente 40 kB foram obtidos apés purificacdo em gel de
agarose e clonados no fosmideo pCC1FOS. Este vetor contém tanto uma origem de
replicacdo para uma unica copia quanto uma origem de replicacdo para alto numero
de cépias (oriV). Este sitio de replicacdo para varias copias precisa do produto do
gene trfA. A cepa EPI300 de E. coli resistente ao fago T1, possui um gene trfA

mutante que fornece o produto necessario para a iniciacdo da replicacao pelo oriVvV
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(Figura 5). Depois de realizada a ligacao, foi feito o empacotamento do DNA,
utilizando o MaxPlax Lambda Packing (Epicentre) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O DNA empacotado foi incubado em células de Escherichia coli EP1300-
T1, fornecidas pelo kit Copy Control Fosmid Library. Apos a transfeccéo, as células
foram espalhadas em placas contendo Agar Luria Bertani (LBA) e 12,5 ug.mL™ de
cloranfenicol. Esta biblioteca foi construida pela doutora Jessica Carvalho Bergmann
(BERGMANN, 2013).

Figura 5 — Mapa do vetor pCC1FOS (Epicentre).
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5.3 CLONES METAGENOMICOS SELECIONADOS

Foram selecionados clones das duas bibliotecas metagenémicas descritas.
Da biblioteca de pequenos insertos, construida a partir da microbiota obtida em
ramen caprino Desta biblioteca foi selecionado um clone, que teve o gene de
interesse denominado BGL11 por ser positivo para atividade de B-glicosidase. O
fragmento obtido deste clone tem aproximadamente 3 kb de tamanho e apenas uma
ORF. Foi escolhido pelo fato de ja ter sido sequenciado e estarem sendo realizados,
em trabalho paralelo, testes a fim de determinar sua cinética enzimatica (Souto B.,
comunicacdo pessoal). Além de ser utilizado no vetor pCF430, apés o
sequenciamento e comparacao com o banco de dados, o fragmento de interesse foi
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inserido no vetor expressdo pET21a, clonados em cepas de Escherichia coli BL21
DE3. O vetor pET21a possui em sua porgédo N-terminal o gene para RNA polimerase
do bacteriéfago T7. Gracas a alta seletividade da RNA polimerase de T7, a célula
hospedeira é incitada a converter quase todos 0s seus recursos em prol da

expressdo do gene alvo. Além disso, possui um promotor induzido por IPTG
(isopropil B-D-1-tiogalactopiranésideo) (Figura 6).

Figura 6 — Mapa do vetor de expressdo pET21a (Novagen)

Ava lf158)
" Xho |{158)
Not |j186)
S15r lin=) -Eag li188)}

Epu 1102 Kao) / / g:l“:ﬁl!l'l\;';-‘g?

“ Sae lj19o)
coR (192}
~-BamH li198)

Nhe ljzz1)
- Nde lzz8)

_—Bgl l==2)

~——— SgrA Kzs3)
"u\__. - Sph ksze)

— Ecol lizas)
PN liose)
WS ApaB lras)

/
Sca banas) - /s s

Pvu ljaazg)

L
Pst kazoz) - /| o
i = \
= b BeiE llizsm)
?‘ F Emg (1273}
Bsa Ka11s) = Apa l1z7s)
Eam1105 laoss) 4 | PEI;423:5]{+} £
! £ P *IITS'SH”Ud’!J
i | ool Wi1a14)
/ [“Hpa W1570)
\ i
ff
N\ {/
AlwN Igzmesy %, A
Wit fssen \ < "~ Peha l1sos)
N S e
}’ g A PR liziTe)
. ,..f'\ " Paps I§z171)
BsplU11 Ic31us| £ — T “BputD lizzTi)
Sap N=zoas) ¢ i - —
Bsti 107 lizaso || 'BspG kzosn)
Tthii1 lizsqo) '

Em sua porcdo C-terminal uma cauda de histidina opcional, que visa a
purificacdo por cromatografia liquida por afinidade, em colunas de niquel. E
interessante a analise destas cepas pelo fato do vetor ter inserido em si apenas o
gene alvo, que € expresso em alta quantidade.

Da biblioteca de grandes insertos, obtida a partir da microbiota de solo
amazoénico, foram selecionados um total de quinze clones, que apresentaram
atividade celulotitica de acordo com o ensaio realizado em placas contendo LB agar
e 0,1 % de carboximetilcelulose de baixa viscosidade. Apos incubacao de 16 dias a

37 °C, as placas foram coradas com vermelho congo, de acordo com Teather e
Wood, (1982) com modificacdes.
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Para diminuir o numero de candidatos, os clones que tiveram sua atividade
enzimatica confirmada pela a degradacdo de CMC low viscosity foram também
testados para atividade de B-glicosidase. Apenas os clones que foram positivos para
as duas atividades, foram utilizados neste estudo. Fragmentos obtidos nos clones
desta biblioteca possuem o tamanho de aproximadamente, 50 kb. Como cada ORF
possui tamanhos que variam de 1 a 2 kb, é possivel que em cada clone desta
biblioteca existam de 30 a 50 ORFs.

Nada se sabe sobre as enzimas provenientes da biblioteca de grandes
insertos. Por isso € necessario comprovar a efetividade da técnica. A abordagem na
biblioteca de pequenos insertos visa a obtencéo de um validador para a técnica. Ja é
conhecida a sequéncia do gene que codifica a proteinas BGL11, sendo que apenas
esta sequéncia foi ligada ao vetor, sendo assim apenas uma ORF esta sendo super

expressa, 0 que podera facilitar a sua identificacéo.

5.4 CRESCIMENTO CELULAR PARA TESTE DE ATIVIDADE CELULOLITICA IN
VITRO

5.4.1 Selecao de clones de pequenos insertos

De forma a detectar a atividade celulolitica in vitro do clone selecionado, as
cepas com o vetor pCF430 vazio (cepa utilizada como controle negativo) e com o
vetor pCF430 contendo o inserto do gene BGL11, foram plaqueadas em meio LB
agar e tetraciclina 20 pg.mL™ e incubadas em estufa por aproximadamente 16 horas
a 37°C. Para o pré-indculo, as células foram raspadas da placa com o auxilio de
palitos estéreis e incubadas em 5 mL de meio Terrific Broth (TARTOFF, 1987),
contendo tetraciclina 20 pg.mL™ por 16 horas a 37°C sob 200 rpm de agitacdo. As
cepas foram crescidas em triplicatas. O pré-inéculo foi adicionado a 95 mL de meio
TB (TARTOFF, 1987) e tetraciclina 20 pg.mL™. As células permaneceram sob 200
rom de agitacdo, a 37°C até atingirem a ODgoo entre 0,8 e 1,0, 0 que ocorreu
normalmente apds 2,5 h de crescimento. Apos as células alcangarem a densidade
Optica desejada, foi adicionada as culturas 0,02% de arabinose e estas continuaram
incubadas por mais 2,5 horas a 30°C e 200 rpm. Depois do periodo de crescimento,
as células foram centrifugadas por 15 min, a aproximadamente 3640 g, a uma
temperatura de 4 °C, sendo o sobrenadante descartado, preservando-se o pellet

celular. Para remoc¢éo de meio de cultura residual, o pellet foi lavado com 2 mL de
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solugdo de STE (Tris HCI pH 8,0 10 mM; NaCl 100 mM; EDTA pH 8,0 1mM) e
centrifugado novamente por 15 min, por 3640 g, a 4 °C. O pellet foi ressuspendido
em 1 mL tampéo Tris-HCI 1 M pH 8,0. Para a lise celular, foi utilizado um sonicador
de ponta Sonics Vibra-Cell VCX 130, a uma amplitude de 50% em 3 ciclos de 30 s,
com intervalos de 10 s. O lisado celular foi centrifugado a aproximadamente 18900 g
durante 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo. Para
preservar o lisado de degradacéo por proteases, foi adicionado 100 mM de fluoreto
de fenilmetilsulfonil (PMSF).

5.4.2 Clone subclonado no vetor de expressao pET2la

As cepas contendo o vetor de expressdo pET2la vazio e com o0 gene de
interesse foram plaqueadas em meio LB e ampicilina 100 pg.mL™. Com o auxilio de
palitos de dente, as células foram inoculadas em triplicatas por aproximadamente 16
horas a 37 °C e 200 rpm, em 5 mL de meio TB e ampicilina 100 pg.mL™. Apés este
periodo, foi feito o inéculo em 95 mL de meio TB contendo ampicilina 100 pg.mL™.
Ao atingirem a ODgyp no intervalo 0,8 — 1,0, foi adicionado o IPTG a uma
concentracdo de 1 mM. Apds o acréscimo do IPTG, as células foram incubadas por
16 horas, a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm. Para a recuperacao da massa celular, o
volume foi centrifugado a 3640 g por 15 min. As células foram lavadas em 2 mL de
solucéo de STE e novamente centrifugadas por 15 min, a 3640 g. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e lisadas via sonicador
de ponta Sonics Vibra-Cell VCX 130, a uma amplitude de 50 % em 3 ciclos de 30 s,
seguidos de intervalos de 10 s. O lisado foi centrifugado a 18900 g por 15 min a 4
°C. O sobrenadante foi recuperado em novo tubo e nele foi adicionado PMSF 100
mM. Os lisados obtidos durante esta fase foram armazenados a 4°C por
aproximadamente 16 horas, pois observou-se melhor conservacao e prolongacéo da
atividade hidrolitica quando o armazenamento ocorreu a esta temperatura, por
determinado periodo, para posteriores ensaios de atividade in vitro, descritos na
secdo 5.6. As cepas com o vetor vazio foram utilizadas como controles negativos

durante o teste de atividade enziméatica.
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5.4.3 Selecao de clones de grandes insertos

As células foram retiradas do estoque em -80°C e plagueadas em meio LB
contendo 12,5 pg/mL de cloranfenicol e entdo incubadas a 37 °C por 16 h. Foram
preparados em triplicatas, pré-indculos com os clones da biblioteca de grandes
insertos, crescidos por 16 horas, a 37 °C em 5 mL de meio Luria-Bertani (LB) e
cloranfenicol 12,5 ug.mL™. Em seguida foram inoculados em 95 mL de meio LB e
cloranfenicol 12,5 pg.mL™ e crescidos sob agitacdo & 37 °C. Apés 2,5 h de
crescimento foram acrescentados a cultura 0,02% de arabinose. Permaneceram
sob agitacdo por mais 2,5h. As células foram centrifugadas a 3640 g por 15 min. O
pellet foi lavado 1 mL de tampéao fosfato 50 mM pH 6,0 e centrifugado a 18900 g por
10 min. As células foram ressuspendidas em 1 mL de tampé&o fosfato 50 mM pH 6,0
e lisadas mecanicamente com sonicador de ponta Sonics Vibra-Cell VCX 130 a
uma amplitude de 50% em trés ciclos de 30 s com intervalos de 10 s. Apés a lise, 0
extrato celular foi centrifugado por 10 min a 18900 g. Aos sobrenadantes, foi
acrescentado PMSF a uma concentracao final de 2 mM. Para servir de controle
negativo, foi utilizada a cepa onde ndo havia DNA exdgeno ligado ao fosmideo.
Neste caso em especifico, o lisado obtido foi imediatamente utilizado no respectivo

teste enzimatico.

5.4.4 Busca por fases de leitura relacionadas a enzimas de interesse

Para a obtencdo das sequéncias génicas, foi utilizado o programa IGM/M ER
(Integrated Microbial Genomes/Metagenome “Expert review”) (MARKOWITZ et al.,
2008), que faz uso de diferentes bancos de dados para a obtencdo das anotacdes
génicas de possiveis janelas de leitura (ORFs). A traducdo das anotacfes génicas
para a obtencdo das sequéncias de aminoacidos foi realizada através da ferramenta
ORF FINDER (Open Reading Frame Finder) (WHEELER et al., 2003), que permite a
analise grafica da sequéncia, fornecendo o comprimento e em qual dos seis
possiveis quadros de leitura a proteina é traduzida. A analise funcional da sequéncia
de aminoacidos foi realizada através da ferramenta Inter-Pro Scan (Protein
sequence analysis & classification) (JONES, P. et al., 2014), que conduz a

identificacdo de dominios e familias.
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5.5 TESTE DE ATIVIDADE CELULOLITICA

5.5.1 B-glicosidase

Para a realizacdo do ensaio enzimatico de B-glicosidase, o substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG), cromogénico que muda sua cor para amarelo
quando clivado, foi utilizado. . Para o teste foram utilizados pNPG 1 mM; Tampéo
Universal (CAMMACK; ATTWOOD, 2006) 700 mM, pH 5.6; 20 pL de extrato bruto
lisado, totalizando o volume de 100 pL. A reacao teve um tempo de incubacgao de 30
min a 50°C. Para interromper a reacgao, foi adicionado ao ensaio, 500 mM de
carbonato de sodio. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro de

microplaca EON (Biotek), em um comprimento de onda de 405 nm.

5.5.2 Atividade de endoglucanases

Para o teste de atividade enzimatica foram utilizados 200 pL de extrato celular
e CMC LV (Carboximetilcelulose Baixa viscosidade) 0,5 %. O CMC LV foi a fonte de
carbono utilizada como substrato, de acordo com limberger and Streit, 2010 — com
modificacdes. A reacédo foi incubada em banho seco a 40 °C durante 24 horas. Apos
o periodo de incubacdo, foram adicionados as amostras 600 puL de 3,5- &cido
dinitrosalisilico (DNSA). Este reagente interage com o acuUcar reduzido liberado do
CMC. Esta reacao faz com que o DNSA mude de cor, passando de um alaranjado
para um marrom bem escuro. Apés acrescentar o DNSA, a reacao foi fervida por 10
min a 95 °C. A leitura do ensaio foi realizada em um espectrofotbmetro de
microplaca EON (Biotek), em um comprimento de onda de 540 nm.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (média = DP) dos
resultados das réplicas técnicas e bioldgicas. O teste de hipétese utilizado foi o teste
t-Student bicaudal, considerando-se p <0,05. Para as analises estatisticas foi
utilizado o programa GraphPad InStat 5.1.

5.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A analise do perfil proteico dos extratos celulares com resultado positivo nos

ensaios enzimaticos foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
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PAGE (LAEMMLI, 1970). Os extratos foram quantificados por fluorimetria (Qubit-
Ivitrogen) e aproximadamente 50 pg de amostra foram aplicados no gel. A malha do
gel de empacotamento foi de 5 % e a malha do gel de separacéao foi de 12 %. O gel
foi corado por aproximadamente 16 h sob agitagdo com o corante comassie blue g-
250. O marcador molecular utilizado foi o Broad Range Protein Molecular Weight

Marker (Promega).

5.8 DIGESTAO DE PROTEINAS PARA A AQUISICAO DE LC-MS/MS

Para o processo de reducdo, 100 pL da solucédo Ditiotreitol (DTT) (GE
Healthcare) 50 mM, diluido em bicarbonato de aménio (VETEC) 50 mM, foi
adicionado a 60 pL de extrato obtido da lise celular. Esta amostra foi mantida a 70°C
por 1 hora.

Para o processo de alquilacéo, foi adicionada a amostra 100 pL da solucdo
iodoacetamida (GE Healthcare) 50 mM diluida em bicarbonato de aménio (VETEC)
50 mM. Apos a adigdo da iodoacetamida, a amostra foi mantida sob aquecimento a
37°C e por 1 hora, em local escuro.

Para a digestdo enzimatica do extrato, 20 pL da tripsina imobilizada (Trypsin
and Immobilized TPCK — Thermo Scientific) foi utilizada, de acordo com as
instrucdes do fabricante, em 60 puL do extrato tratado (alquilado e reduzido). Esta
solugdo permaneceu sob 200 rpm de agitacdo a uma temperatura de 37 °C por
aproximadamente 12 h. Apés a digestdo, a amostra foi centrifugada a uma rotacéo
de 18900 g por 15 min, para a remoc¢éao da tripsina imobilizada. O sobrenadante foi

transferido para um novo tudo de microcentrifuga e armazenadas a -80 °C.

5.9 AQUISICAO DE LC-MS/MS

A separagdo dos fragmentos tripticos foi executada em sistema
cromatografico proeminence UFLC (Shimadzu), acoplado a um espectrémetro de
massa do tipo electrospray micrOTOF-Q I, (Bruker Daltonics). Para a fase
cromatografica, foi utilizada a coluna ZORBAX 300SB-C18 MicroBore RR 3.5 pm,
1.0 x 150 mm (Agilent), com fluxo de 0,1 mL.min™. As amostras foram eluidas em
um gradiente linear de 5 a 95 % de acetonitrila e acido formico 0,1 %. A eluig&o foi

monitorada nos comprimentos de onda a 216 e 280 nm, Antes de serem aplicadas



41

na coluna, as amostras foram centrifugadas a 18900 g. As corridas foram realizadas
em trés tempos de eluicao diferentes, de 45, 65 e 95 min.

Os peptideos tripticos eluidos foram analisados por espectrometria de massa.
Em todas as analises, o espectrometro foi operado em modo positivo, sendo as
amostras ionizadas por electrospray e com resolucdo de no minimo 3000 FWHM
(full-width half-maximum). O analisador foi calibrado externamente com o calibration
Tune Mix ESI (Sigma) com m/z variando entre 118,08 até 2721,89. O método
utilizado foi Simple tryptic digest nitrogen collision (fornecido pelo fabricante do
espectrobmetro de massa), com modificagbes. A massa do ion referéncia foi
mostrado com intervalos de 1 min. No modo MS/MS, massas foram selecionadas em
um intervalo de 50 a 3000 m/z Para a aquisicdo dos espectros continuos (modo MS)
a voltagem de colisédo utilizada foi de 800 Vpp. Para aquisicdo no modo MS/MS, a
voltagem de colisdo foi de 100 Vpp. Tanto ho modo MS, quanto no modo MS/MS,
alguns parametros nao foram modificados, como a voltagem do cone 1, que foi de
300 Vpp, a voltagem do cone 2, de 400 Vpp, a energia do hexapolo, de 400 Vpp. A
energia do quadrupolo trap foi 5 eV e a energia da célula de colisédo foi de 10 eV. Em
relacdo aos parametros relacionados a fonte, a pressao de nebulizacdo foi de 1,0
Bar e a temperatura foi de 180 °C. O uUnico parametro modificado foi o volume do
gas nitrogénio, que de 9 I/min foi diminuido para 7 I/min.

Os dados obtidos no espectrbmetro de massa foram processados no
programa Data analyisis 4.1 (Bruker Daltonics). ApGs a deconvolucdo dos espectros,
foi obtida uma lista de ions tripticos fragmentados por MS/MS. Apds a obtencéo
desta lista, o programa Biotools (Bruker Daltonics), foi utilizado para comparar os
ions fragmentados com a sequéncia de aminoacidos da enzima referéncia,
proveniente da ORF. Para que fosse possivel a comparacdo, uma lista tedrica com
as massas dos fragmentos tripticos que poderiam ser obtidos foi gerada utilizando a
sequéncia de aminoacidos da enzima referéncia como molde. Para tal, a ferramenta

do Biotools, Sequence editor foi utilizada.
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6 RESULTADOS

6.1 ENSAIO ENZIMATICO IN VITRO PARA A DETECCAO DE ATIVIDADE DE
ENDOGLUCANASES

Foram utilizados neste teste enzimatico, quinze clones da biblioteca
metagend6mica de grandes insertos de solo amazbnico previamente selecionados
em ensaio com congo red, além de E. coli com o fosmideo vazio, denominada
pCCFOS, utilizada como controle negativo. Ensaios enzimaticos em meio liquido
foram realizados com o intuito de comparar quantitativamente os niveis de aclUcares
reduzidos entre o clone em que o fosmideo encontra-se vazio com os clones em que
0 inserto estd no fosmideo. O ensaio enzimatico foi realizado com extrato celular
proveniente dos clones. Consideraram-se clones com atividade celulolitica, aqueles
em que o valor da absorbancia foi maior do que o da cepa que possuia o vetor
vazio. O ensaio foi realizado com triplicatas técnicas e biolégicas. Para avaliar a
perda de atividade, os ensaios foram realizados com extratos celulares
armazenados a -20 °C por aproximadamente 16 h, armazenados a 4 °C por
aproximadamente 16 h e extratos que nao foram armazenados, onde 0 ensaio
enzimatico foi realizado logo apo6s a lise celular. Foram comparados 0s ensaios
realizados com os extratos celulares armazenado a 4 °C e aqueles que nao foram
armazenados para saber se a estocagem influenciava de forma significativa a
atividade enzimatica. A validacdo estatistica foi realizada pelo teste student t, ndo
pareado bicaudal, com a< 0,05.

O ensaio enzimatico realizado com os extratos celulares estocados a -20 °C,

nao resultou em atividade significativa para nenhum dos clones testados (Figura 7).
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Figura 7- Ensaio enzimatico para atividade de endoglucanases realizado com o lisado de células
armazenadas a -20 °C. As leituras foram realizadas em uma absorbancia de 540 nm.
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No ensaio enzimético realizado com os extratos celulares que foram
armazenados a 4 °C, houve atividade enzimatica significativa em 9 dos 15 clones
testados (Figura 8).

Figura 8- Ensaio enzimatico para atividade de endoglucanases realizado com o lisado de células

armazenadas a 4 °C. As leituras foram realizadas em uma absorbéancia de 540 nm. * indica valores
de valores de p < 0,05
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No ensaio enzimatico onde o0s extratos celulares foram utilizados
todos o0s clones apresentaram valores

imediatamente apdés a lise celular,
significativos para o teste de endoglucanases (Figura 9).

Figura 9- Ensaio enzimético para atividade enzimética de endoglucanases realizado com o extrato
celular que néo foi estocado. De acordo com o teste student t, todos os clones obtiveram valores de

p< 0,05.
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A quantificag@o de acucar redutor liberado durante o ensaio enzimatico realizado
com os extratos celulares que ndo foram armazenados, foi realizada utilizando-se

diluicdes de glicose 0,2 % para a montagem de uma curva padrdo. Os resultados

podem ser observados na Figura 10.
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Figura 10- Quantificagdo da quantidade de agucar redutor liberado pelos extratos celulares dos
clones de grandes insertos durante o ensaio enzimatico. A curva padrdo é representada pelo pontos
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Os niveis de acgucar redutor obtidos nos ensaios enzimaticos realizados com
0s extratos celulares que ndo foram armazenados e aqueles que foram estocados a
4 °C, foram comparados, mostrando que as enzimas presentes nos extratos

celulares possuem sua atividade afetada quando armazenadas (Figura 11).

Figura 11- Comparagéo dos os niveis de acguUcar redutor liberado entre os extratos celulares que nao
foram armazenados e os que foram a 4°C. As leituras foram realizadas em uma absorbancia de 540
nm.
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6.2 ENSAIO ENZIMATICO IN VITRO PARA DETECCAO DE ATIVIDADE DE B-
GLICOSIDASES

6.2.1 Biblioteca de pequenos insertos

Para averiguar a presenca de atividade enzimatica e induzir a expressao das
enzimas alvo, foi realizado com os clones provindos da biblioteca metagenémica de
pequenos insertos, teste enzimatico direcionado para atividade de [B-glicosidases.
Neste ensaio, foram testados os clones com os vetores de clonagem pCF430 e de
expressédo pET21a . A sequéncia de ORF presente nos dois vetores é a mesma e
esta relacionada a enzima denominada BGL11.

Para a validacdo do teste, as atividades dos clones que possuem o fragmento
exdégeno inserido nos vetores foram comparadas as atividades dos clones com 0s
vetores vazios, utilizados como controle negativo, denominados de PCF430 e

PET21a, respectivamente. Este ensaio permitiu observar que a atividade enziméatica
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obtida no extrato celular do clone PCF430BGL11 € maior do que no extrato celular
do clone que possui o vetor de superexpressao pET21a (Figura 12)

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste student t, ndo pareado bicaudal
com a=5 % (Figura 12).

Figura 12- Deteccdo de [3-glicosidases com o substrato pNPG nos clones de pequenos
insertos. * indica valores de valores de p < 0,05.
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6.2.2 Biblioteca de grandes insertos

Para averiguacao da presenca de atividade enzimatica de B-glicosidases, foi
realizado teste de atividade em meio liqguido com os clones da biblioteca de grandes
insertos. Neste ensaio foram testados os 16 clones com o substrato sintético pNPG
(B-Glucuronidase). Como parametro, a cepa que ndo possuia o inserto, denominada
pCCFOS, foi utilizada como controle negativo.

Neste teste, apenas os clones denominados PL8G1, B17 e B18 tiveram
resultados significativos (Figura 13).

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste student t, ndo pareado bicaudal

coma=5%
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Figura 13- Deteccdo de atividade B-glicosidase com o substrato pNPG nos clones de grandes
insertos da biblioteca metagendmica de solo da Amazénia. * indica valores de valores de p < 0,05.
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6.3 BUSCA POR FASES DE LEITURA RELACIONADAS A ENZIMAS DE
INTERESSE

ApOs 0s ensaios enzimaticos, as sequéncias génicas dos clones com
atividade enzimatica foram analisadas em busca de ORFs que pudessem estar
relacionadas a sintese da enzima expressa. Para saber o grau de similaridade, as
sequéncias de aminoacidos das enzimas de interesse foram alinhadas com enzimas
afins através do programa CLUSTAL W2. No clone proveniente da biblioteca de
pequenos insertos foi encontrada uma ORF situada no quadro de leitura +1, sendo
formada por 2427 nucleotideos, resultando em uma proteina de 808 aminoacidos.
Dominios presentes na sequéncia de aminoacidos, permitiram a identificacdo da
enzima como uma glicosil hidrolase pertencente a familia 3 (Figura 14). Esta familia

compreende, entre outras, enzimas com atividades de 3-glicosidases (EC: 3.2.21).



Figura 14- Alinhamento da proteina BGL11 com uma glicosil hidrolase pertencente a familia 3.
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A enzima denominada BGL11, possui um tamanho de 89, 78 kDa. Sua

sequéncia pode ser visualizada na figura 15.

Figura 15- Sequéncia de aminoacidos da enzima BGL11.

MTALLAGCQSVPDVNVEQQVDALYQKMPQEERIAQLKSMYMEELFDEQGQLDTAKCRELIPYGIGHFSQYAFQKPRDPNVVR
DMVAAVQDWLMHHTPNGIPALFHEEVLSGINTQGATIYPQQIGQACSFNPELAELKTRQTS TQMRRMGGVLSLSPMVDVVRN
PSFNRLEESYGEDAYLSAVMGTAFVQGLOQGDLRKGVGACSKHYLGYGGGGDADEKELMEEILLPHEAMIRVAGSKAVMPGY
HAMKSAPVTCVADSFILKDVLRDYLGFDGMVVSDYTAIDQLAPSNLPQKGEATVAPEVMKAAMAINGGNDVDFPFGANYKYL
QEAIDSGLVKPETLERAVKNVLRYKFRAGLFDEKPYLYSTEKIVLDTPEERQTAYGIAVESVVLLONDSNLLPLIQPTANSQ
QPTAKKILVTGPNANSMWAMCGDYSFPAMTFFWKKMEEDLDHPHVITLLEGMQNHKPDSVDILY SRGCDWTEEIETKFSHVG
DKRSWEYPLLHRKVNSGETANKAEALAMADSADVIIAAMGENVMLCGENRDRQGLRLPGKQQEYVEALLATGKPVVLVLEGG
RAQVIGDLAERCAAVIQAWYPGEEGGHAVADILYGLVSPSAKLSVSYPKEEIYEPICYNYPLSQEPTANSQQPIQWPFGYGL
TYTTFEYKHLLMDQSARVSADYVELSFEVKNTGKMAATE IAQVYLSPSPKANSQELKAIKLOGFARVALEPGQTKRVEMKLY
TDQFGYYTNDGQRQWNIQPGTYTVKVGASSADIRLEQDVTLKGERVIKLLRDHYFSEVTITNLE
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Os perfis proteicos dos extratos celulares provenientes dos clones da
biblioteca de pequenos insertos com atividade enzimatica positiva foram obtidos por
SDS-PAGE. A enzima purificada foi utilizada como marcador. A amostra foi cedida
pela pesquisadora Betulia Souto. A figura 16 mostra que grande quantidade de
proteina expressa no clone PCF430BGL11 na faixa de tamanho onde se encontra a
enzima de interesse.

Figura 16- Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE dos extratos celulares provenientes dos
clones metagendmicos da biblioteca de pequenos insertos.
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Nos clones selecionados da biblioteca de grandes insertos, quatro provaveis
ORFs foram obtidas dos clones que tiveram atividade enzimética confirmada tanto
para a endoglucanases como para (-glicosidases.

Do clone denomidado PL8G1, foi obtida uma sequéncia de nucleotideos de
uma fase de leitura localizada no quadro de leitura +1, sendo formada por 2208
nucleotideos e resultando em uma sequéncia de 735 aminoacidos. A andlise
funcional da enzima a caracterizou como uma glicosil hidrolase pertencente a familia
31 (Figura 17). Nesta familia estdo compreendidas enzimas que hidrolisam ligacées
glicosidicas entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e um néo

carboidrato. Dentre as enzimas pertencentes a este grupo, estdo as a-glicosidases
(EC: 3.2.1.20)



Figura 17- Alinhamento da proteina PL8G1 com uma glicosil hidrolase pertencente a familia 31.
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A enzima proveniente de uma ORF presente na sequéncia génica do clone

metagendémico PL8G1 tem o tamanho de 83,33 kDa e a sua sequéncia de

aminodacidos pode ser visualizada na figura 18.
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Figura 18- Sequéncia de aminoacidos da enzima PL8G1.

MAFRTSSLQVTCDPTLRLTVTDLNGRILQQODARPIQWQGQSFRIYKQKFTDSHFFGLGDKPGPLDRAGETFTMWNTDSFGWQEST
DPIYKSIPYFIDYRQGRALGILEDNTWRTFEFDFGREVPDQYSFGAPDGPVDYYLIYGPDPKHVVETYAWLTGPTPLPPLWSLGFQ
QSRYSYYPEARVMEIADRLRADRIPADALYLDIDYQDHNRPFTVDTTKFPHFSOQMIHELAQTQFHVVAITDLHIAKLPDANYAPY
DTGIAGDHFLKNPDGSVYTGTVWPGPSVEPDFTRQITROQWWGTLYKDFLNDGVAGEFWNDMNEPAIFNVPTKTMPDDIKHRIAEPG
FOERTADHLEIHNVYGMENSRATYDGLLALKPNERPFVLTRASYAGGQRYAATWSGDNSSTWNHLRMTVPQLVNLGLSGFALSGA
DVGGFAGSPSPDLLTRWIQLAAFQPIDRDHAAKGTRDHEPWVDGPEHEATIRRHFIEERYRLMPYLYTTAEETSRTGLPIMRPLEFL
EFPNATTDGHPIDLDSGNEFLFGPRLLIAPSPSPEEVGQYEVNLPPGVWEDYWTGERLDRRAQTAARDLEQRDAKQPNKPLLITP
KLAELPVYVREGSILPIAPLIQSTDETPVGPLTLRIYVGGNCSGDIYQDDGKSFDFRSGQFLRRHFSCELAQDGSLTVHLDARQG
SEFAPWWKQVRLETVGWTPQTKQVTSASGNYTLEQSGNVWTTTIPESSAATDLILH

Do clone denominado B17, duas possiveis fases de leituras foram
encontradas na sequéncia génica. A primeira ORF encontrada tem 2253
nucleotideos e esta situada no quadro de leitura +1. Sua sequéncia de aminoacidos
€ composta por 750 residuos. A enzima foi identificada como uma glicosil hidrolase

pertencente a familia 3 e denominada como B17.1 (Figura 19).

Figura 19- Alinhamento da proteina B17.1 com uma glicosil hidrolase pertencente a familia 3.

B17.1 MVEATKSLIEQLTLEEKAALCVGITAWDTVPIERLGIPTVTVSDGPHGLRRVPDMAG--—- 57

glicosil = ——=-———-——- MTLEEKAALITGASAWTTTPIERLGIPELLMSDGPHGVRRVPDVHALGA 49

B17.1 DSLPATCFPTASALAASWDVDLIAEQGRALADECIAIGVDVLLGPGINMKRTPLCGRNFE 117
glicosil PSLPATCFPTAALLASTWDRELLYAMGQALAEEATALGVGVLLGPGVNMKRTPLCGRNFE 109
B17.1 YFSEDPFLAGELAASFINAVQODKGVGTSLKHFAVNNQETHRMSISADVDARTLHEIYLAG 177
glicosil YFSEDPFLAGELAASLVQGIQSKGVGTSLKHYAANNQETQRMRIDAVVDERALREIYLPA 169
B17.1 FERAVKKANPWTVMCGYNRINGIHCSENRWLLTDVLKREWGYDGVAVSDWGAVHDRVKGV 237
glicosil FERVVKQARPWTVMCAYNKVNGTFCSEHHQLLTQILKDEWGFEGVVVSDWGAVHDRVQAL 229
B17.1 AAGLDLEMPGPQPMRVQORIVEAVQONGILDEAQLDDSVNRLLTLIQRASAVPKGGGSVDVD 297
glicosil QAGLDLEMPGPKPHRTQAVVDAVKSGRLNEAVLDEAVRRVLQIVLRAAETPKGG-AFDVD 288
B17.1 KHHALARKVAAETIVLLKNEGDILPLGPADVIAVVGASAQQPHEFQGGGSSHINATRVDIP 357
glicosil GHHALARRVAAEGMVLLKNNG-ILPLTNPQRIAVIGRAAKEPHFQGGGSSHINPTRVDSP 347
B17.1 MDELRQQAPDAEFVYAPGYTMEEGFDQAMIDEAVKIATGADVALLYIALPPFKESEGYDR 417
glicosil FDALQARAGGAVLTYCPGYPADDNFDOMLIDEAVTAAQAAEVALLYIALPSYKESEGYDR 407
B17.1 PDIDLSDQQVALIKAVSAVQPRSIVILNHGSAIAMSDWIEDVPAVLEAWMMGQAGAGAIT 477
glicosil ADLDLTRQQVALIQAVSTVQPRCVVILHNGSAVAMNEWIDGVGAVLEAWMMGQAGAGAIA 467
B17.1 DVLFGRVNPSGRVAETFPLRLSDTPAYLNFPGERGHVRYGEGLFIGYRYYDAKQQEVLFP 537
glicosil DILYGVVNPSGKLAETFPRRLVDTPAYLNFPGENGQVRYGEGLYIGYRYYDAKQVAPLFP 527
B17.1 FGFGLSYTTFEMRNLHLSKSTIREGEPVTATVEVINTGSVAGKETVQVYVRDVSASVVRP 597
glicosil FGHGLSYTTFAYSNVRVSASPFRDVDGVTVSVDVTINTGERAGKEVVQVYVRDRRCSLQRP 587
B17.1 IKELKGFAKVSLOPGETKTVTIALEDRAFMEYDPDRKTWIAESGEFEILIGKSAAEIVLR 657
glicosil PKELKGFAKVELQPGETKTVSIPLDFRAFAFWHPGHKQWVTEDGEFDLLIGASSADIRAQ 647
B17.1 QSMMLESHYTERADLSREFSTYGEWLADPRGSAVLRPQLTALFHTVNTPDG---HTVAIVE 714
glicosil VIVTLQSTLOQLPSLLNRESTVREWLEDPRGRAVFEPFFQOMMAQMRAAMGGGEEEGGIGM 707
B17.1 TIP-WLLDVPLDAVLGFFGRNERLTSDEVVANLLKQL-- 750

glicosil DMTGFIMETPLVSILGFQEATLPAPAEVIVADLLQKVHG 746



53

A enzima obtida no clone B17, denominada B17.1, possui 81,71 kDa de
tamanho e sua sequéncia pode ser observada na figura 20.

Figura 20- Sequéncia de aminoacidos da enzima B17.1

MVEATKSLIEQLTLEEKAALCVGITAWDTVPIERLGIPTVIVSDGPHGLRRVPDMAGDSLPATCFPTASALAASWDVDLIAEQ
GRALADECIAIGVDVLLGPGINMKRTPLCGRNFEYFSEDPFLAGELAASFINAVODKGVGTSLKHFAVNNQETHRMSISADVD
ARTLHEIYLAGFERAVKKANPWTVMCGYNRINGIHCSENRWLLTDVLKREWGYDGVAVSDWGAVHDRVKGVAAGLDLEMPGPQ
PMRVQORIVEAVONGILDEAQLDDSVNRLLTLIQRASAVPKGGGSVDVDKHHALARKVAAETIVLLKNEGDILPLGPADVIAVV
GASAQQPHFQGGGSSHINATRVDIPMDELRQQOAPDAEFVYAPGYTMEEGFDOAMIDEAVKIATGADVALLY IALPPFKESEGY
DRPDIDLSDQQOVALIKAVSAVOPRSIVILNHGSAIAMSDWIEDVPAVLEAWMMGQAGAGAI TDVLFGRVNPSGRVAETFPLRL
SDTPAYLNFPGERGHVRYGEGLFIGYRYYDAKQQOEVLFPFGFGLSYTTFEMRNLHLSKSTIREGEPVTATVEVINTGSVAGKE
TVOVYVRDVSASVVRPIKELKGFAKVSLOPGETKTVTIALEDRAFMFYDPDRKTWIAESGEFEILIGKSAAEIVLRQSMMLES
HYTERADLSRFSTYGEWLADPRGSAVLRPQLTALFHTVNTPDGHTVAIVETIPWLLDVPLDAVLGFFGRNERLTSDEVVANLL
KOL

A segunda ORF encontrada no clone B17 é composta por 2007 nucleotideos
e resultou em uma sequéncia de 668 aminoacidos. A andlise funcional identificou a
enzima, denominada como B17.2, como uma glicosil hidrolase da familia 2 (Figura

21). Dentre as atividades enziméticas compreendidas neste grupo, encontram-se as
B-galactosidases (EC 3.2.1.23).

Figura 21- Alinhamento da proteina B17.2 com uma glicosil hidrolase pertencente a familia 2.

B17.2 MLYPQONSVRQVLPLSGLWEFQPDPDQVGEAQAWYDHLPAPRMIAVPASW 50
glicosil MLYPQONLARNKFDLSGIWDFRIDPDLVGEQQGWONGVVNPRPIAVPGSW 50
B17.2 NDQFPDLENYFGAAWYRCECYVPRAWTDERIMLRGGSANYAAEVWLNGQR 100
glicosil NEQYEDIYNYLGLAWYIKSTYIPQSWRGQRVFLRVGSACYFGTVYINGVK 100
B17.2 VGDHEGGHLPFEFDITDIVVWNQPNRLATIRVENELKPTRVPPGNLPPSGP 150
glicosil MGSHEGGHLPFAFEITDQIRWETENIVAISVENELKPTRVPSGNMSTPLL 150
B17.2 AISGYPNSNFDFFPFAGLHRPVMLYTVPKHHIDDVSVITQIADGMSTVEV 200
glicosil PVASFPHTTYDFFPFAGIHRLVVLYSVPQTYIDDVTVVTDIDGVNGIIKV 200
B17.2 TVSG-SHPRGSGLVRLSGNSSEIEAKFDLRDHVASAVITVPNARLWSPDD 249
glicosil NVRLNSAVSAQGDLQLKGGDATIVAKLNFLDGLAEMQLTVANAKFWSDKM 250
B17.2 PFLYQLDVELTERRRLIDRYTLHIGIRTVEVQGDHLLLNGEPITLRGFGR 299
glicosil PYLYDLVIQAG--—--- QODHYTLKVGIRTIRVQDNQILLNGKPVKLNGYGR 295
B17.2 HEDFYVSGRGQNLPVMIRDYHLMKWIGANSFRTSHYPYSEEEMLMADRMG 349
glicosil HEDFIASGKGLNLPLLVKDYQLMRWTGANSYRTSHYPYSEEEMQLADREG 345
B17.2 FLVIDETPAVGLTFDDSRENIAVRLRQARQOTHELIARDKNHPSVILWSI 399
glicosil FLIIDEIPAVSLQFEDD-DNIAIRQRICLQQVDELIARDKNHPSVIMWCV 394
B17.2 ANEPAPPKMIERLIGLEDTPIPEVATQSLKSLIDLAHQLDPTRPATFAAV 449
glicosil ANEPMTPRLNLTASEILTEPAVEKGKGFLERLMHRARELDPTRLVTLVTL 444
B17.2 MGGPVEWLTLGDVACINRYWGWYVQPGQADVGAQMLDOELDSLYEAINKP 499
Glicosil GGTPSSWVEQCDVICMNRYWGWYVLGGEMDKALAALEQELDAAWDTWRKP 494
B17.2 IMITEFGADTLAGMHRQPPVMWSEEYQRELLRGYLDAADSKPFVIGTHIW 549
glicosil VILTEFGADTLAGMHGHPNVMWTEEYQAEYIRGHLRVAGEKDYIAGMQVW 544
B17.2 NFADFQAVQSVLRVGAYNLKGVETRDRQPKLAAHYLQERWAGRLSDAPRL 599
glicosil NFADFAAVQSIMRVGGINMKGVEFTRGRTPKMAAHVLREFWAR-——————— 586
B17.2 PLAEMAQPVDETTSPTGVEVAPSIDPNAPFEAITAAAAARLDGKYPDLNR 649
glicosil = —=-----mmmmmm oo
B17.2 RLRFQLGDEGVYDLIFEAGG 669

Glicosil = —---mmmmmmmm——m—————



54

A enzima correspondente a uma das ORFs encontradas no clone B17,

enzima esta denominada de B17.2, possui o tamanho de 75,26 kDa e sua sequéncia

pode ser observada na figura 22.

Figura 22- Sequéncia de aminoacidos da enzima B17.2.

MLYPQONSVRQVLPLSGLWEFQPDPDQVGEAQAWYDHLPAPRMIAVPASWNDQEFPDLENYFGAAWYRCECYVPRAWT
DERIMLRGGSANYAAEVWLNGQRVGDHEGGHLPFEFDITDIVVWNQPNRLAIRVENELKPTRVPPGNLPPSGPAISG
YPNSNEDFFPFAGLHRPVMLYTVPKHHIDDVSVITQIADGMSTVEVIVSGSHPRGSGLVRLSGNSSEIEAKEFDLRDH
VASAVITVPNARLWSPDDPFLYQLDVELTERRRLIDRYTLHIGIRTVEVQGDHLLLNGEPITLRGFGRHEDEFYVSGR
GONLPVMIRDYHLMKWIGANSEFRTSHYPYSEEEMLMADRMGFLVIDETPAVGLTFDDSRENIAVRLROQARQQTHELT
ARDKNHPSVILWSIANEPAPPKMIERLIGLEDTPIPEVATQSLKSLIDLAHQLDPTRPATFAAVMGGPVEWLTLGDV
ACINRYWGWYVQPGQADVGAQMLDQELDSLYEAINKPIMITEFGADTLAGMHRQPPVMWSEEYQRELLRGYLDAADS
KPEVIGTHIWNFADFQAVQSVLRVGAYNLKGVEFTRDROQPKLAAHYLOERWAGRLSDAPRLPLAEMAQPVDETTSPTG

VEVAPSIDPNAPFEAITAAAAARLDGKYPDLNRRLRFQLGDEGVYDLIFEAGG

No clone denominado B18, foi encontrada uma ORF relacionada a sintese de

glicosil hidrolase. A busca resultou em uma sequéncia de 1404 nucleotideos e 467

aminoacidos. Esta situada no quadro de leitura +1. A analise funcional da enzima,

denominada B18, resultou em uma glicosil hidrolase da familia 1 (Figura 23), que

também compreende 3-glicosidases.

Figura 23- Alinhamento da proteina B18 com uma glicosil hidrolase pertencente a familia 1.
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MLRFPDGFLWGAATSSYQIEGATTADGRGESIWDRFAARDGTIADGSDGSVACDHYHRWP
MRQFPNDFLWGVATSSYQIEGATHADGRGESIWDRFAATPGKISDGSDGKVACDHYHRWR

RDIELMKWLGLGAYREFSIAWPRVEFPTGRWEVNARGLDEFYDRLTDGLLEAGIEPFVTLYHW
EDVELMRWLGVKSYREFSVAWPRVLPTGRGAVNAAGLDEFYSRLVDGLLEAGIEPFVTLYHW

DLPOQPLEDAGGWANRETVDAFVEYVDVVSDLLGDRVRRFITHNEPWCISVLGYAEGLHAP
DLPQILODQGGWPSRDTGNAFVEYADVMSRKLGDRVKRWITHNEPWCISVLGYGNGEHAP

GRRDWPAALAAAHHLLLSHGLATAVIRGNAPDAEVGITLNLVPAEPASPSAHDRDACRAF
GHKNGGEMLAAAHHLLVSHGQAVPVIRGNVKDAQVGITLNLSPAEPASPSAEDAEACRRH

DGAFNRWELDPLYGRGYPEDVIADFVGSGRLPSLELPFVADGDLAVISAPTDFLGINYYS
DGSFNRWEFLDPLYGRGYPKDVVEDYVRDGHLGSATLPFVRDGDLETIAVPTDFLGINYYS

RAVVRSDRIAEADNAPRAVHLSDERTDIGWEVWPDGLRQLLVRVQRDYAPSAVYITENGA
RAIMRSSRIPESQNAPRTVHPVEEHTDMGWEVYAPALTRLLVHLHTHYQPGPIHITENGC

AYDTAPDEHGRVHDLERQRFLHTHLAAALDAMRDGVPLAGYFVWSLLDNYEWQEGYRKRF
AYATGPSEDGKVHDEKRVAYLRSHLEASLEATRQGVPLAGYFAWSLLDNFEWAFGYQKRF

GIVWVDYTTOQERVLKESAAQYRAITAANGLPAAEPHQODHFQRRILRR 467
GIVYVDYDSQRRLPKDSAHLYKALIARNGLDVELAA-—-—-—-——————— 456

60
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120
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180
180

240
240
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300
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360

420
420

A enzima proveniente do clone B18, possui o tamanho de 52,37 kDa e sua

sequéncia de aminoacidos pode ser observada na figura 24.
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Figura 24- Sequéncia de aminoacidos da enzima B18.

MLRFPDGFLWGAATSSYQIEGATTADGRGESIWDRFAARDGTIADGSDGSVACDHYHRWPRDIELMKW
LGLGAYRFSIAWPRVEPTGRWEVNARGLDEYDRLTDGLLEAGIEPEFVTLYHWDLPQPLEDAGGWANRE
TVDAFVEYVDVVSDLLGDRVRRFITHNEPWCISVLGYAEGLHAPGRRDWPAALAAAHHLLLSHGLATA
VIRGNAPDAEVGITLNLVPAEPASPSAHDRDACRAFDGAFNRWELDPLYGRGYPEDVIADFVGSGRLP
SLELPFVADGDLAVISAPTDFLGINYYSRAVVRSDRIAEADNAPRAVHLSDERTDIGWEVWPDGLRQL
LVRVQORDYAPSAVYITENGAAYDTAPDEHGRVHDLERQRFLHTHLAAALDAMRDGVPLAGYFVWSLLD
NYEWQEGYRKREGIVWVDYTTQERVLKESAAQYRAITAANGLPAAEPHQDHFQRRILRR

Dos clones provenientes da biblioteca metagendmica de grandes insertos, 0s
perfis das amostras que foram positivas tanto para o ensaio enzimatico de
endoglucanases, quanto para o ensaio enzimatico para -glicosidase foram obtidos.
N&o houve diferenca entre os perfis dos extratos celulares nas faixas de tamanho

onde se encontram as referidas enzimas (figura 25).

Figura 25- Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE dos extratos celulares provenientes dos
clones metagendmicos da biblioteca de grandes insertos, que tiveram atividade enzimatica para
endoglucanases e 3-glicosidases.

M- Marcador
1- pCCFOS

2- PL8G1
3-B17

4-B18

6.4 AQUISICAO DE LC-MS/MS

Extratos celulares tripsinisados dos clones com atividade enzimatica
confirmada foram analisados em um espectrobmetro de massa do tipo electrospray

acoplado a um cromatografo liquido. Apos a obtengdo dos espectros MS/MS, os
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dados foram comparados com as sequéncias de amino&cidos traduzidas de ORFs
existentes nas sequéncias génicas dos clones metagendmicos. Células que
continham os vetores sem insertos foram utilizadas como controle negativo. Dados
MS/MS foram adquiridos dos extratos celulares dos clones da biblioteca de
pequenos insertos, pCF430BGL11, pCF430 (controle negativo), dos clones com
vetor de superexpressédo pET21aBGL11, PET21a (controle negativo), e dos extratos
celulares dos clones da biblioteca de grandes insertos, PL8G1, B17, B18 e pCCFOS
(controle negativo). As corridas foram realizadas em triplicatas técnicas. Apds a
obtencdo dos espectros, listas de massas dos ions que foram quebrados no modo
MS/MS foram geradas pelo programa Data analysis. As listas geradas foram
transferidas ao programa Biotools, que através do programa Sequence editor
correlacionou as sequéncias de aminoacidos obtidas nas listas de MS/MS com as
sequéncias de aminoacidos provenientes das enzimas traduzidas das ORFs
encontradas nas sequéncias génicas.

O numero de espectros MS/MS obtidos durante a analise nos diferentes
tempos de corrida sdo descritos na tabela 1, assim como o nUmero de espectros em
que as massas dos fragmentos obtidos corresponderam a massas da lista tedrica e
0 numero de espectros em que foram obtidas séries y e b, principalmente.

Tabela 1- Nimero de espectros MS/MS obtidos por corrida cromatogréfica.

N° de
N° de espectros com Numero de
Tempo de
Amostra corrida espectros massa espectros com
MS/MS correspondente sérieyeb
na lista tedrica

pCF430BGL11 45 min 290 14 1
pCF430BGL11 65 min 529 15 3
pCF430BGL11 95 min 612 18 2
pCF430 45 min 300 0 0
pCF430 65 min 586 18 0
pET21aBGL11 65 min 437 5 0
pET21aBGL11 95 min 548 8 0
pET21a 65 min 477 7 0
pET21a 95 min 550 6 0
PL8G1 45 min 229 0 0
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B17.1 45 min 272 0
B17.2 45 min 272 0
B18 45 min 246 0
pCCFOS 45 min 257 13 0

A correlacdo entre a lista tedrica de fragmentos tripticos e a lista de
fragmentos obtidos por espectrometria foi obtida apenas com o extrato celular do
clone PCF430BGL11. Em nenhum dos outros clones, incluindo o clone com o vetor
de superexpressao pET21aBGL11 foi obtida a correlacéo entre as listas.

A lista de massas, seus respectivos fragmentos e se as massas
correspondentes foram também encontradas no controle negativo, podem ser

observados na tabela 2.

Tabela 2- Lista das massas dos ions obtidos por LC-MS/MS de fragmentos de peptideos encontrados
na sequéncia da enzima referéncia

Massas correspondentes

Massas dos Sequéncias dos Numero de espectros
. + N encontradas nos controles
ions [M+H'] aminoécidos de mesma massa :
negativos

1131,57 GEATVAPEVMK 2 NAO

2061,086 YLQEAIDSGLVKPETLER 8 NAO

2134,93 SMYMEELFDEQGQLDTAK 5 NAO

1559,82 MGGVLSLPMVDVVR 6 NAO

Os espectros obtidos representam a sequéncia de aminoéacidos distribuidos
nas séries a, y e b (Figuras 26 a 29). O alinhamento dos fragmentos de peptideos

com a enzima referéncia foi realizado com a ferramenta clustalW .(Figura 30).



Figura 26- Espectro MS/MS do ion de massa [M+H']**566, 29.
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Figura 27- Espectro MS/MS do fon de massa [M+H']**687,74.
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Figura 28- Espectro MS/MS do fon de massa [M+H']" 712, 30
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Figura 29- Espectro do fon de massa [M+H"]" 780,46
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Figura 30- Alinhamento entre os fragmentos de peptideos obtidos por MS/MS e a enzima BGL11, utilizada como referéncia
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7. DISCUSSAO

Além das limitacGes relacionadas ao ensaio de atividade funcional, a busca
enzimas em bibliotecas metagendmicas também tem como fator limitante a busca
por novas ORFs, que por ndo possuirem similaridade com as sequéncias
depositadas em banco de dados, ndo sao reconhecidas e consequentemente,
diminui a possibilidade de serem encontradas novas enzimas.

Com isso, o desenvolvimento de técnicas baseadas em protebmica para
identificacdo de proteinas em larga escala, utilizando a espectrometria de massa
para a caracterizacdo de proteinas em amostras complexas, vem sendo cada vez
mais utilizadas (AEBERSOLD; MANN, 2003).

O escopo deste trabalho € desenvolver uma técnica para a busca de
sequéncias génicas de possiveis ORFs em clones metagendmicos por meio de
sequéncias de aminoacidos de peptideos referentes a enzima de interesse, obtidos
por LC-MS/MS.

A ideia desenvolvida neste projeto € inovadora: a utilizacdo da espectrometria
de massa do tipo electrospray, para a obtencdo de dados MS/MS provenientes de
extratos celulares tripsinisados de clones metagenémicos com o intuito de adquirir
as sequéncias de aminoacidos que permitissem a busca pela ORF responsavel pela
expressdo da enzima, tornando mais célere e pontual o processo de analise das
sequéncias génicas. Com isso, 0 que € apresentado é uma prova de conceito.

O trabalho foi realizado basicamente em quatro fases: escolha dos clones
metagendmicos a serem testados; confirmacéo das atividades enzimaticas; analises
dos extratos por LC-MS/MS e analise in silico tanto das sequéncias de ORFs quanto
das sequéncias de aminoacidos obtidas.

Testes enzimaticos em meio liquido sdo comumente utilizados em clones
previamente selecionados. A triagem inicial é realizada através de testes
enzimaticos produzidos em meio sélido porque permite que mais de um clone seja
testado por placa. Ensaio enzimatico realizado em meio sélido é uma abordagem
principalmente qualitativa, em que através reagbes quimicas s&o observadas
mudancas no meio soélido e a distincdo entre clones que possuem a atividade

bioldgica testada dos que a ndo possuem (SHUANGQI et al., 2011).
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Dois ensaios em meio liquido, para a detec¢do de atividades enziméticas
foram testados nos clones selecionados. Como controle negativo, cepas com 0
respectivo vetor vazio, foram utilizadas como parametro de nao atividade. O ensaio
para deteccdo de atividade de endoglucanases foi realizado apenas nos clones de
grandes insertos. Apds o crescimento do pré-indculo por aproximadamente 16 h e o
crescimento do inoculo por aproximadamente 5 h, os extratos celulares foram
lisados e utilizados nos ensaio como descrito no item 6.1. Com o intuito de observar
se o0 tempo de armazenamento interferiria na atividade enzimatica, o teste
enzimatico foi realizado com extratos logo apos a lise celular, extratos que foram
armazenados a -20 °C por aproximadamente 16 h (Figura 7) e extratos que foram
armazenados a 4 °C por aproximadamente 16 h (Figura 8). Utilizando os extratos
dos lisados celulares que ndo foram armazenados, todos os 15 clones tiveram
atividade enzimatica significativa (Figura 9).

O nivel de agucar redutor dos extratos celulares que ndo foram armazenados
apos a lise celular foi realizado (Figura 10). As analises quantitativas entre o0s
ensaios com o0s extratos que foram armazenados a 4 °C e aqueles que foram
utilizados logo apoés a lise celular, revelaram que o armazenamento influencia de
forma negativa na performance da proteina durante o ensaio enziméatico, sendo
observada a diminuicdo do agucar redutor liberado pelas enzimas quando o extrato
celular € armazenado (Figura 11).

O outro ensaio enzimatico, direcionado para a busca de B-glicosidases, foi
utilizado o substrato pNPG. Este ensaio foi realizado com todos os clones, tanto
agueles provenientes da biblioteca de grandes insertos, quanto com o clone
selecionado da biblioteca de pequenos inserto e o seu respectivo subclonado. O
clone da biblioteca de pequenos insertos, denominado PCF430BGL11 e o seu
subclonado, denominado PET21aBGL11, tiveram a sua atividade confirmada (Figura
12), o que era esperado ja que era de conhecimento que a enzima € uma [3-
glicosidase.

J& nos clones selecionados na biblioteca de grandes insertos, apenas trés
possuiram atividade enzimatica significativa neste teste. Entdo, como o intuito de
diminuir o nUmero amostral e de aumentar a probabilidade de se encontrar a enzima
de interesse, desta biblioteca foram selecionados apenas os clones que foram

positivos para ambos 0s testes enzimaticos, no caso 0s clones denominados
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PL8G1, B17 e B18 (Figura 13). Dessa forma, com o resultado dos ensaios em meio
liquido, tem-se a certeza de que a enzima esta presente nos extratos celulares.

A busca por ORFs relacionadas as atividades testadas limitaram a quantidade
de enzimas a serem utilizadas como referéncias. A enzima B-glicosidase encontrada
no clone da biblioteca de pequenos insertos, possui um tamanho de 89,78 kDa
(Figuras 14 e 15). Com o tamanho da molécula, foi possivel a andlise do perfil
proteico, realizado por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE O gel
permitiu a visualizacao do perfil da amostra PCF430BGL11, que estava expressando
em grandes quantidades, proteinas na faixa entre 75 e 100 kDa, faixa em que se
encontra a enzima de interesse. Estranhamente, ndo foram visualizados sinais de
gue a proteina estava sendo superexpressa na amostra PET21aBgl1ll, que € um
vetor proprio de superexpressado. Este dado corroborou com o0 ensaio enzimatico,
onde a atividade enzimética do clone PCF430BGL11 foi superior a atividade do
clone PET21aBGL11 (Figura 16).

As ORFs obtidas nos clones oriundos da biblioteca de grandes insertos
resultou em glicosil hidrolases de diferentes familias (Figuras 17 a 24 ). Os tamanhos
das quatro enzimas encotradas variaram de 50 a 85 kDa, aproximadamente. Em
relacdo as amostras provenientes das células selecionadas da biblioteca de grandes
insertos, ndo foram observadas modificacdes significativas relacionadas a alta
expressao de proteinas nas faixas de tamanhos de interesse por eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE (Figura 25), resultado ja esperado, ja que o vetor de
clonagem em questdo nao possui um promotor desenhado para ser induzido, nao
permitindo a expressao em maior escala de uma enzima pré definida.

Os extratos celulares dos clones metagendmicos selecionados foram
analisados por espectrometria de massa do tipo electrospray, acoplado a um
cromatédgrafo liquido para a obtencdo de dados MS/MS. O numero de espectros
obtidos variou de acordo com o tempo de corrida cromatografica. A diferenca entre o
namero de espectros obtidos nas corridas com 65 e 95 min foi relativamente
pequena, levando a conclusdo de que o tempo mais adequado € o menor, com 0
intuito de otimizar a técnica (Tabela 1). Ap0os a obtencdo dos dados, apenas
fragmentos obtidos do clone PCF430BGL11 tiveram similaridade com os fragmentos

da enzima referéncia (Figuras 26 a 29).
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As sequéncias de peptideos obtidas por LC-MS/MS foram alinhadas a
sequéncia referéncia, onde foi possivel a localizagdo dos fragmentos obtidos dentro
da enzima (Figura 30).

Os dados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho demonstraram
que € possivel o uso de técnicas de LC-MS/MS para a busca por enzimas em
bibliotecas metagenémicas, mas sédo necessarias algumas ressalvas.

Fragmentos foram obtidos em um clone que expressou uma grande
guantidade da enzima de interesse, 0 que proporcionou a sua detec¢édo. Nos clones
onde a expressdo da enzima alvo ndo foi alta, até mesmo no clone onde o gene
estava inserido em um vetor de superexpressdo, ndo foi possivel a deteccdo de
fragmentos que estivessem relacionados a enzima referéncia.

Outro parametro a ser questionado é o uso de E. coli como sistema
hospedeiro. O sistema selecionado para a montagem das bibliotecas utilizadas n&o
tem a capacidade de secretar de forma otimizada, fazendo com que a célula tenha
gue ser lisada para que a enzima de interesse seja liberada. Porém a lise da célula
libera inUmeras outras proteinas existentes no citoplasma celular, tornando a
amostra muito mais complexa, dificultando a deteccéo da enzima alvo. Akeroyd e
colaboradores (2013) utilizaram método semelhante ao detectar enzimas secretadas
por clones provenientes de bibliotecas de cDNA, por meio de espectrometria de
massa do tipo MALDI. Neste trabalho, o sistema hospedeiro escolhido foi B. subtilis,
gue possui mecanismos para secretar a enzima de interesse.

O uso de sistemas alternativos para a montagem de bibliotecas
metagendmicas, que secretem a enzima de forma otimizada pode ser uma
alternativa para que se obtenha melhores resultados com a técnica.

Para que esta técnica seja utilizada, € necessario 0 sequenciamento do
inserto de DNA, para que seja feita a busca por provaveis ORFs dentro da

sequéncia.
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8 CONCLUSAO

O uso de técnicas baseadas em espectrometria de massa ainda nao
foram amplamente exploradas para deteccdo de enzimas em clones
metagendmicos, mas se mostra promissora por permitir que ORFs sejam detectadas
sem a necessidade de uma busca prévia em bancos de dados. O uso da ferramenta
permitiu que enzimas expressas em clones metagendmicos fossem encontradas e a
correlacionadas com enzima obtidas de sequéncias de ORFs, permitindo a
ratificacdo desta ferramenta como um método de alto rendimento na busca por

novas enzimas em bibliotecas metagenémicas.
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