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Resumo

A atual busca por fontes de energia limpas impulsionou o
desenvolvimento dos chamados biocombustiveis de primeira geragéo a partir de
acucares e 0leos de origem vegetal. Entretanto, evidéncias recentes colocam em
duvida sua capacidade de mitigar os problemas ambientais causados pelos
atuais combustiveis fosseis, guiando o interesse de pesquisadores e das
industrias aos biocombustiveis de segunda geracdo, produzidos a partir da
degradacdo da celulose e outros polissacarideos contidos na parede celular das
plantas. Este processo comumente utiliza enzimas celulases e hemicelulases na
degradacdo destas que sdo consideradas algumas das moléculas de maior
recalcitrancia conhecidas atualmente, etapa esta responsavel por aumentar 0s
custos de producédo, sendo a descoberta de novas enzimas de maior atividade
catalitica uma das estratégias adotadas para a resolucdo deste problema.
Fungos fitopatogénicos costumam apresentar celulases de alta eficiéncia e
elevados padrdes de secrecdo destas, sendo um recorrente alvo na busca por
novas enzimas deste tipo. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo
desenvolver uma metodologia para a prospeccéo de enzimas degradadoras de
material lignocelulésico através de buscas por sequéncias de aminoacidos em
protecomas de fungos fitopatogénicos, modelagem de sua estrutura
tridimensional e determinacdo de afinidade ao ligante através de ensaios de
docking molecular. Foram identificadas ao menos dez enzimas com alto
potencial catalitico, e possivel aplicacdo biotecnoldgica para a producédo de

biocombustiveis de segunda geracéao.

Palavras-chave: bioetanol, docking, hemicelulases, modelagem de proteinas



Abstract

The current search for clean energy sources has boosted the development
of first-generation biofuels from sugars and vegetable oils. However, recent
evidence casts doubt on its ability to mitigate the environmental problems caused
by current fossil fuels, leading researchers and industries to the second-
generation biofuels produced from the degradation of cellulose and other
polysaccharides contained in the cell wall of plants. This process uses cellulases
and hemicellulases enzymes for the degradation of these that are considered
some of the molecules of greater recalcitrance known, this stage is responsible
for increasing the costs of production, being the discovery of new enzymes of
higher catalytic action one of the strategies adopted for the resolution of this
problem. Phytopathogenic fungi usually present cellulases of higher efficiency
and high secretion rates, being a recurrent target in the search for new enzymes
of this type. The aim of this work was to develop a methodology for the
prospection of lignocellulosic material degrading enzymes by searching for amino
acid sequences in proteomes of phytopathogenic fungi, modeling their three-
dimensional structure and determining their binding affinity through molecular
docking assays. At least ten enzymes with high catalytic potential and possible
biotechnological application for the production of second generation biofuels

were identified.

Keywords: bioetanol, docking, hemicellulases, protein modeling
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1. Introducéo

A demanda por fontes de energia limpas e renovaveis se tornou uma
constante em nossa sociedade, tendo em vista a inevitavel escassez e
consequéncias ambientais, originadas pelos combustiveis fosseis atualmente
utilizados e dos quais a humanidade depende quase que completamente. Dentre
as diversas fontes alternativas propostas destacam-se, 0s biocombustiveis de
primeira geracao, isto €, gerados a partir da fermentacdo de aclcares e 6leos
contidos em vegetais. Durante as duas Ultimas décadas a utilizagdo destes
combustiveis cresceu constantemente, até que duvidas quanto a sua
capacidade de reduzir a emissao de gases responsaveis pelo efeito estufa e
disputas de espaco para plantio com alimentos voltaram a atengédo mundial para
novas alternativas (DOORNBOSCH; STEENBLIK, 2008; NAIK et al., 2010).

Neste contexto estdo inseridos os biocombustiveis de segunda geracéo,
gerados a partir de residuos agricolas por meio da fermentacéo da glicose retida
na parede vegetal, uma estrutura de enorme abundancia nas células vegetais
formada principalmente pelo polissacarideo celulose, formado por cadeias de
glicose e a hemicelulose, constituida por longas cadeias de carboidratos
associados a celulose. Apesar de seu crescente uso, o alto custo de sua
producdo € hoje a maior barreira impedindo sua plena insercdo no mercado
global. A etapa de quebra de celulose e hemicelulose € particularmente cara
devido a altissima recalcitrancia destas moléculas, havendo demanda para o
desenvolvimento de novas técnicas visando aumentar a eficiéncia deste
processo (ROBAK; BALCEREK, 2018).

Uma estratégia muito utilizada é a prospeccao de novas enzimas, isto €,
a procura por celulases de maior capacidade funcional. Fungos fitopatogénicos
desenvolveram durante sua historia evolutiva verdadeiros arsenais enzimaticos
para degradacdo da parede celular vegetal, sendo um possivel alvo para a
prospeccao de novas celulases e outras enzimas degradadoras da lignocelulose.
O método padrdao consiste no isolamento do fungo e realizacdo de testes
enzimaticos, um processo custoso em tempo e recursos. Todavia, existem
milhares de organismos cujo proteoma completo € conhecido e esta depositado

em bancos de dados online, sendo possivel acessar todas suas proteinas
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curadas de modo a viabilizar o desenvolvimento de novos métodos para a busca
por enzimas a partir de ferramentas de bioinformatica.

Neste trabalho propde-se a prospeccdo de celulases e enzimas
relacionadas a partir de sequéncias de aminoacidos depositadas em bancos de
dados online, passando por sua modelagem estrutural e averiguacao da
afinidade das enzimas pelo substrato através de docking molecular aplicando
diversos parametros de qualidade e por fim comparando a atividade obtida para
uma enzima de alto uso na industria. Assim espera-se encontrar lignocelulases
de alto valor industrial e biotecnologico para a producéo de bioetanol de segunda

geracao.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Biocombustiveis

A atual situacdo de dependéncia da sociedade moderna por recursos
fésseis para a producao, através de seu refinamento, de combustiveis como a
gasolina e o 6leo diesel (ambos derivados do petréleo) conflita diretamente com
o fato de que estes ndo s&o recursos renovaveis, nem sustentaveis. A queima
destes combustiveis tem sido cada vez mais associada a mudancas climéticas
no planeta por conta do fenémeno conhecido como efeito estufa, causado pelo
abrupto aumento da concentracdo de gases como o diéxido de carbono (CO2)
na atmosfera. Sendo assim, a busca por fontes de energias renovaveis e
sustentaveis tornou-se umas das grande prioridades econémica e cientifica
desta geracao (NAIK et al., 2010).

Biocombustiveis surgem neste contexto como candidatos a tecnologia
alternativa aos combustiveis fésseis, através da geracéo de bioetanol e biodiesel
liquidos a partir de substratos de origem vegetal, utilizando principalmente milho
e cana-de-aclUcar como matéria-prima, os chamados biocombustiveis de
primeira geragédo (HOLZMAN, 2008). A premissa de que o bioetanol e o biodiesel
conferem energia limpa provém do fato de que o carbono liberado por estes
combustiveis teria sido anteriormente fixado pelas plantas que Ihe deram origem,
assim mantendo a concentracdo de carbono na atmosfera inalterada (SIMS et
al., 2010). O consumo destes combustiveis verdes vem aumentando
expressivamente desde os anos 2000, com os Estados Unidos e o Brasil
representando juntos mais da metade da producdo de bioetanol mundial,
constituindo cerca de 18% do consumo total de combustiveis no Brasil (HIRANI
et al., 2018).

Apesar dos aparentes beneficios, os biocombustiveis de primeira
geracdo encontram dificuldades em sua plena implementagdo, enfrentando
obstaculos comerciais, uma vez que o ainda elevado custo de sua producéo o
torna pouco competitivo, sendo sua insercdo no mercado possivel apenas
mediante subsidios governamentais (DOORNBOSCH; STEENBLIK, 2008). Os
biocombustiveis também acabam conflituosamente esbarrando em barreiras

ambientais, uma vez que a area utilizada para o plantio de sua matéria-prima
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acaba por muitas vezes advindo do desflorestamento de regides de alta
densidade vegetal, detentoras de biomas complexos como a floresta tropical no
Brasil (FARGIONE et al., 2008). O desmatamento dessas areas ocasiona a
liberacdo de mais carbono para a atmosfera através da decomposi¢cao ou queima
da vegetacdo, além de prejudicar a longo prazo o sequestro de carbono
promovido pela vegetacao local. Uma solugcédo apontada, o uso de plantagdes
produtoras de alimentos ja existentes para o cultivo de culturas para a geracao
de biocombustiveis, também contribui para o efeito estufa indiretamente pois a
troca de culturas leva ao aumento dos precos para o alimento previamente
cultivado, incentivando produtores a expandir suas lavouras a fim de produzir a
cultura, fenébmeno cunhado fuel versus food, ou combustivel contra comida
(SEARCHINGER et al., 2008). Embora tenham crescido muito nos ultimos anos,
€ evidente que os biocombustiveis de primeira geracdo possuem diversos
contrapontos ambientais e comerciais quanto a sua consolidacao como fonte de
energia limpa, levando a questionamentos inclusive quanto a sua aplicabilidade

a um nivel global e de longo prazo.

2.2. Biocombustiveis de Segunda Geracéao

Devido as limitacbes inerentes aos biocombustiveis de primeira geracao
surgiu o estimulo para o desenvolvimento dos biocombustiveis de segunda
geracdo, isto €, a partir de biomassa lignocelulésica, encontrada em grande
quantidade em plantas e disponivel principalmente em residuos que de outra
forma seriam descartados, como o bagaco da cana-de-agucar, desta forma néao
havendo disputa por recursos entre a plantacdo de combustiveis e alimentos
(SIMS et al., 2010). O processo para a conversao da lignocelulose em etanol
passa por trés etapas: um pré-tratamento quimico e/ou por calor ajuda a quebrar
as fibras de celulose, aumentando a &rea de contato para a atuacao enziméatica
de celulases diversas na segunda etapa, reduzindo os agucares resultantes em
glicose, que sera fermentada por leveduras resultando na producdo do etanol
(Figura 1) (DIAS et al., 2011).
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Figura 1: Fluxograma representando de maneira simplificada os processos empregados na
conversdo da biomassa lignoceluldsica contida na parede celular vegetal em glicose para
eventual producao de etanol através de fermentacdo. A biomassa passa por um pré-tratamento
biofisico ou quimico, desfazendo a estrutura altamente compactada adotada pelos
polissacarideos da parede para melhorar a acao de enzimas que irdo entdo atuar na quebra das
ligag@es glicosidicas gerando glicose.

Apesar de promissores, combustiveis de segunda geracdo ainda estdo
longe de ser economicamente vidveis, com as poucas usinas em atividade hoje
representando apenas 0,1% do volume total de biocombustiveis produzidos no
mundo. Entretanto existe uma enorme tendéncia de queda de precos para esta
tecnologia, uma vez que se trata de uma técnica relativamente recente, com
muito espaco para novas descobertas e ganho de experiéncia por pesquisadores
e empresarios. Uma vez estabelecidas as tecnologias de producdo se espera
uma rapida transicdo dos biocombustiveis de primeira geracdo para os de
segunda geracéo. (SIMS et al., 2010).

Dentre os fatores travando o pleno desenvolvimento desta tecnologia
podem ser citados a melhora das técnicas de pré-tratamento, melhor integracdo
do processo, e principalmente o aprimoramento na eficacia das enzimas
celulases utilizadas para a conversdao de residuos da celulose em glicose,
configurando a etapa mais cara do processo de producdo de bioetanol de
segunda geracédo (ROBAK; BALCEREK, 2018).

2.2.1. Celulose e outros constituintes da parede celular

Presente em todas as células vegetais, a celulose € a principal constituinte
da parede celular, estrutura que confere a planta rigidez e resisténcia ao ataque

de patdgenos, sendo assim considerada o material biol6égico mais abundante do
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planeta, gerando grande interesse em seu uso como biocombustivel
(SOMERVILLE, 2004). A celulose € um polissacarideo formado por ligacdes B-
1-4 de monémeros de glicose, entretanto a biomassa lignoceluldsica configura
uma estrutura complexa. Além da celulose, outra fonte de carboidratos é a
hemicelulose, definida como o conjunto dos carboidratos restantes presentes em
associagdo com a celulose na parede celular, sdo polissacarideos extremamente
variados quanto a sua composicdo e propriedades biofisicas, geralmente
constituidos por ligagdes B-1-4 e podem ser divididos em xilanas, xiloglicanas,
mananos e glicomananos. Um terceiro componente denominado lignina formado
por compostos fendlicos também esta presente em grande quantidade na parede
celular vegetal (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). A celulose, hemicelulose e
lignina representam respectivamente 20-50%, 15-35% e 10-30% do peso seco
da parede celular de célula vegetal (PAULY; KEEGSTRA, 2008).

Os acgucares contidos na celulose e hemicelulose séo fontes para a
geracdo de biocombustiveis, porém para tanto é necessario superar a altissima
recalcitrancia destas moléculas (WOLFENDEN; SNIDER, 2001). As ligacbes O-
glicosidicas da celulose apresentam estabilidade de duas a quatro vezes
superior as encontradas em ligacdes peptidicas e no acido desoxirribonucleico
(DNA). Além das forcas covalentes, a degradacdo dessas estruturas também
precisa superar sua alta compactacdo. A etapa de pré-tratamento €
importantissima na resolucédo deste problema, uma vez que quebra interacfes
intermoleculares entre o0s constituintes da lignocelulose, diminuindo
significativamente a sua compactacdo e expondo mais cadeias suscetiveis a

hidrolise enzimatica (PAYNE et al., 2015), conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo da estrutura da parede celular vegetal ressaltando a conformacéo
compactados e organizada de seus componentes em comparagdo com sua dispersao apos a
etapa de pré-tratamento utilizada durante a producao do bioetanol (adaptado de BRANDT et al.,
2013).

2.2.2. Enzimas Celulases

As enzimas secretadas por diversos organismos responsaveis pela
degradacdo hidrolitica da celulose sdo denominadas celulases. O processo
ocorre através de trés etapas distintas realizadas por celulases especificas,
sendo: i) a quebra das microfibrilas de celulose em unidades menores de
polissacarideos glicose através das endoglucanases; ii) a consequente
conversao destas cadeias menores em celobiose (um dissacarideo formado por
duas glicoses unidas por ligacédo B-1-4) através das exoglucanases que age nas
extremidades das fibras e finalmente iii) ocorre a hidrélise da celobiose em duas
moléculas de glicose pelas B-glicosidades, conforme exemplificado na Figura 3.
A variacdo na concentracao e consequente participacéo de cada tipo de celulase
no meio extracelular durante o processo de degradacdo da celulose € de
fundamental importancia para a eficiéncia do processo (HASUNUMA et al.,
2013).
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Figura 3: Representacéo grafica dos trés distintos tipos de celulases e seus mecanismos de
acdo sobre a degradacao da celulose (adaptado de WRIGHT; WYMAN; GROHMANN, 1988).

As celulases sé@o atualmente a terceira enzima mais comercializada no
mundo, exercendo papel fundamental em diversos processos de importancia
econdmica, como nha industria téxtil, desde o processamento do algodao até o
envelhecimento do jeans, reciclagem de papel, manutencdo de cor e brilho de
tecidos através de sua adicdo ao sabdo em pé dentre outros (MIETTINEN-
OINONEN, Arja et al., 2004). Atualmente os coquetéis de enzimas mais utilizado
na industria sdo os dos fungos Trichoderma reesei e Aspergillus niger, por conta
de sua resisténcia a condi¢cbes industriais hostis, alta secrecdo e atividade
enzimatica e experiéncia por parte da industria, uma vez que estes Sdo 0s
organismos utilizados a mais tempo em processos de quebra da lignocelulose
( BISWAS; PERSAD; BISARIA, 2014; BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016).
Atualmente o principal método para a obtencéo destas enzimas é através de sua
secrecdo pelos organismos mencionados, entretanto a expressao de celulases
e lignocelulases recombinantes é o foco de diversos estudos, havendo sido
expressas em diversas espécies de fungos, bactérias e plantas. Mesmo sendo
promissora, esta estratégia ainda ndo alcancou os niveis de producao de cepas
industrialmente bem-sucedidas (GARVEY et al., 2013). Apesar de apresentar
estabelecida viabilidade comercial para estes processos industriais, 0 patamar
de eficiéncia ou de expressao requeridos para a degradacéo da lignocelulose
visando a producgéo de bioetanol ainda nao foram atingidos (WILSON, 2009).

Um estudo profundo acerca da viabilidade comercial do bioetanol de

segunda geracdo nos EUA, remanescente da sua era de ouro no inicio da
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década, apontou que a producdo do combustivel tinha custo aproximado de
$0,47 por galdo, valor entre duas e trés vezes superior ao do etanol de primeira
geracao produzido a partir do milho, com grande possibilidade de diminuicéo de
custos através da melhora das taxas de conversdo enzimatica (CURRENT
STATE OF THE U S ETHANOL INDUSTRY, 2010). O Brasil encontra-se em
melhor situagdo, estima-se que no ano de 2014 o litro do combustivel celuldsico
custava cerca R$1,50, enquanto o valor do bioetanol de cana-de-acucar beirava
R$1,15. Apesar do sucesso da tecnologia de primeira geracdo no pais, o
aprimoramento da conversao da celulose € de grande interesse, tendo em vista
a possibilidade de exportacéo e lideranca técnica. Projecdes estimam que até
2025 o bioetanol de segunda geracdo deve tornar-se mais atrativo que a
tecnologia de biocombustiveis atualmente empregada, atingindo o preco de
R$ 0,75 por litro caso os atuais avangos técnicos, principalmente em relacdo as
enzimas, se mantenham (MILANEZ et al., 2015; FAPESP, 2017).

Diversos esforcos vém sido realizados visando o aperfeicoamento da
atividade destas moléculas, implicando diretamente em diminui¢cdo dos custos
para os processos de degradacdo da celulose, uma vez que embora diversos
organismos, especialmente fungos e bactérias, sejam capazes de degradar o
substrato, poucos o fazem com alta eficiéncia. Sendo assim, diversas técnicas
como mutagénese, engenharia genética e engenharia de proteinas vém sendo
empregadas na tentativa de aumentar a quantidade de enzimas secretados
pelos microrganismos de interesse, além disso existem diversos estudos de
prospeccao com o objetivo de identificar e caracterizar novas enzimas de alta
atividade em organismos encontrados no ambiente (WANG et al., 2012). Um
fator limitante a atividade das celulases € a concentracéo de celobiose e glicose
no meio, fato observado em diversos ensaios e que provavelmente esta
relacionado a um controle de sua atividade por excesso de produtos, uma vez
que a conversdo do aclUcar em etanol restitui os niveis prévios de atividade.
Acredita-se que esta inibicdo ocorre por ligagdo do produto ao sitio ativo das
enzimas (ANDRIC et al., 2010).

2.2.3. Hemicelulases
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Embora muito se discuta sobre a celulose, outro componente da parede
celular vegetal, a hemicelulose também € um dos principais componentes desta
estrutura. Além de estarem bastante presentes, os diversos polissacarideos que
compdem a hemicelulose sdo uma valiosa fonte de glicose para a producéo de
biocombustiveis (WANG et al., 2012). As hemicelulases, enzimas responsaveis
pela degradacgéo da hemicelulose também atuam sobre as liga¢des glicosidicas
B-1-4 e costumam ser tdo importantes quanto as celulases na degradacéo da
parede celular, uma vez que estes carboidratos podem inibir a plena atividade
da celulase, sendo utilizado um coquetel das duas enzimas em grande parte dos
processos industriais (OBENG et al., 2017).

2.3. Patdgenos de plantas como fonte para a prospeccao de enzimas

lignocelulésicas com destaque para fungos

Durante a evolugdo diversos organismos encontraram nas plantas
condicBes Otimas para o seu desenvolvimento, utilizando-as como hospedeiras.
Para tanto porém foi necessaria a superacdo de uma barreira robusta: a parede
celular e sua altissima recalcitrancia, levando assim ao desenvolvimento através
das geracdes de diferentes mecanismos de degradacdo do material
lignoceluldsico que evoluiram independentemente em distintos ramos da vida,
como fungos, bactérias e protistas, originados provavelmente a partir de
saprobios, resultando em um verdadeiro arsenal de diferentes celulases e
hemicelulases com distintos padrdes de secrecdo que podem ser Uteis a
producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (HEMATY; CHERK;
SOMERVILLE, 2009).

Dentro deste contexto €é importante o destaque para fungos
fitopatogénicos, diversos organismos neste grupo demonstram em diferentes
estudos padrbes de expressdo e secre¢do maiores em comparacao aos de
espécies de outros grupos taxonémicos. Sendo assim, fungos fitopatogénicos
sdo oOtimas fontes para a prospec¢do de enzimas hidrolisantes de material

lignoceluldsico com alta atividade catalitica (GIBSON et al., 2011).
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2.4. Ferramentas de bioinforméatica para a analise e prospecc¢éao de

novas enzimas degradadoras de biomassa lignoceluldsica

Apesar de sua indiscutivel importancia para o aprimoramento dos
processos de producédo de biocombustiveis, a descoberta de novas enzimas de
elevada eficiéncia catalitica segue sendo um desafio para pesquisadores e para
a industria, outras caracteristicas desejaveis incluem alta termoestabilidade em
temperaturas elevadas, resisténcia a faixas de pH extremas, conforme as
presentes em processos industriais. A estratégia classica para a descoberta de
novas enzimas tem sido o isolamento e testes in vitro de atividade, e embora
seja eficaz, demanda muito tempo e recursos (TIWARI et al., 2018).

Novos métodos de andlise e prospeccdo de novas enzimas celulases
envolvem técnicas de sequenciamento de nova geracdo, gerando imensas
fontes de dados de sequéncias de genomas, filtrando lignocelulases a partir da
subsequente anotacdo dos genes identificados (DUAN; FENG, 2010). A analise
se inicia a partir de um alvo, sendo este um Gnico organismo ou mais comumente
a totalidade dos microrganismos presentes em determinada regido, o chamado
metagenoma (ROUMPEKA et al., 2017). Alvos utilizados para a prospecc¢ao de
celulases costumam obedecer a um Unico critério: serem organismos/ambientes
associados a alta degradacdo da biomassa vegetal. Exemplos de alvos em
estudos prévios incluem uma biblioteca de cDNA para do gribble, um artropode
marinho que costuma se alimentar de madeira, causando danos a estrutura de
cais, de onde foram isoladas celulases com alta resisténcia a salinidade (KERN
et al.,, 2013); o metagenoma de um rumen bovino (HESS et al.,, 2011) e o
metagenoma de uma amostra de solo da floresta amazénica (BERGMANN et al.,
2014).

Devido a impossibilidade da utilizacdo de qualquer método tradicional
para a prospeccao de lignocelulases para o alvo “fungos fitopatogénicos” em
funcéo de sua abrangéncia, foi adotada uma estratégia alternativa, recorrendo a
bancos de dados online de proteomas para a obtencao de possiveis enzimas de
organismos previamente sequenciados e anotados. O passo seguinte a
descoberta dos genes € a sua expressao proteica e caracterizagcéo funcional e
estrutural por técnicas diversas. Entretanto, o nimero de sequéncias com

potencial biotecnoldgico na geragdo de combustiveis é elevado, sendo pouco
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viavel a producdo de sua totalidade. Neste contexto, diversas técnicas de
bioinformética podem auxiliar no processo de filtragem funcional destas enzimas.

Novas técnicas de andlise de proteinas in silico como modelagem,
docking, dindmica molecular, design de proteinas, e andlise de bancos de dados
online vém renovando a maneira como buscamos por novas enzimas de
interesse industrial (SELVAM et al.,, 2017). Embora a qualidade final destas
analises varie muito e o resultado para enzimas individuais ndo substitua ensaios
in vitro para a plena caracterizagdo da atividade enzimética, a bioinformatica
pode ser uma ferramenta muito Gtil para uma pré-selecao de enzimas com maior
potencial biotecnolédgico, uma vez que dispomos de uma enorme quantidade de
genomas sequenciados com seus genes anotados e estruturas tridimensionais
de enzimas disponiveis (MANZONI et al., 2018). A correta filtracdo destes dados
e utilizacao de ferramentas adequadas para medir sua atividade como o docking
molecular podem gerar excelentes candidatos a enzimas de alta atividade
(KRISHNARAJ et al.,, 2017), que deverdo ser posteriormente testadas em
ensaios comprovando sua atividade, assim tornando o processo de prospeccao

e caracterizagcdo muito mais inteligente e pratico.

2.4.1. Modelagem de proteinas

Estruturas tridimensionais de proteinas sdo fundamentais para a
realizacdo de diversos estudos, estes modelos nos permitem nao apenas
estudar sua conformacdo e sitios como também possibilita a execucdo de
importantes técnicas in silico como docking e dinAmica molecular, com inimeras
aplicacdes em diversas areas das ciéncias da vida. Um grave problema
enfrentado por pesquisadores que utilizam estruturas 3D em seus estudos é a
baixissima disponibilidade destes modelos, uma vez que técnicas capazes de
gerar tais dados como cristalografia de raios-x demandam muito tempo e
recursos (ZHANG, 2009).

A modelagem de proteinas surge como uma alternativa a esta escassez
de estruturas bem caracterizadas. Uma vez que até o ano de 2009 existiam cerca
de apenas 50.000 proteinas com modelos 3D disponiveis, em compara¢ao com
os mais de 7 milhdes de sequéncias de nucleotideos disponiveis devido a sua

facil obtencdo, especialmente apdés o advento das tecnologias de
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sequenciamento de DNA, levando a maior utilizacdo desta técnica que visa
determinar a estrutura de proteinas cuja sequéncia priméria € conhecida através
do reconhecimento de regides homaologas em proteinas de estrutura terciaria ou
quaternaria conhecidas, chamada modelo (SCHWEDE, 2013; ZHANG, 2009).
Duas principais estratégias sdo empregadas na montagem destas
moléculas: modelagem comparativa, onde se emprega um modelo
evolutivamente proximo e threading, quando a sequéncia é alinhada procurando
padrées de enovelamento parecidos sem a necessidade de uma origem
evolutiva proxima. Também é possivel realizar modelagens ab initio para
proteinas sem modelos adequados conhecidos, visando diminuir a energia livre

global conforme visto na Figura 4 (LAM et al., 2017).

Modelagem Comparativa Predicao ab initio
4 o N N

Sequéncia de amino acido

-Modelagem /
Encontrar estrutura Comparativa
3D similar no banco
de dados -Threading

Minimizacdo de energia

Banco de estruturas 3D %
% Estrutura
Predita Estrutura
Predita

. J \ J

Figura 4: Representacdo das etapas presentes nos processos de modelagem de proteinas
comparativa e ab initio. Adaptado de (NARA INSTITUTE OF TECHNOLOGY, 2018) .

2.4.2. Docking molecular

A técnica de docking molecular € uma importante ferramenta de
bioinformética muito utilizada pela industria farmacéutica para a descoberta de
novos farmacos, sendo também Util ao estudo de diversas outras areas que
precisem determinar interacdes bioldgicas proteina-ligante ou proteina-proteina
(LIONTA et al.,, 2014). Esta ferramenta baseia-se em simulagdes a partir de

modelos tridimensionais para aferir o grau de afinidade entre duas moléculas,
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executando testes para as possiveis interagcdes bem como conformacdes que
podem ser adotadas. O docking possui assim dois objetivos principais:
caracterizar estruturalmente a interagdo do complexo formado bem como
quantificar sua energia livre, determinando a afinidade da ligacédo entre as partes
envolvidas.

Mesmo para o calculo da interagdo entre uma proteina e um ligante
simples, algoritmos que utilizem a estrutura inteira da proteina levam a um
namero de conformacdes e interacdes possiveis muito alto, podendo gerar
resultados pouco especificos além de demandar um elevado custo
computacional (GRINTER; ZOU, 2014). Sendo assim, é importante conhecer o
sitio ativo da proteina através de modelos cuja estrutura tridimensional ou a de
proteinas semelhantes em complexo com o ligante tenha sido determinada por
técnicas como cristalografia de raios-x ou espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR), possibilitando limitar o célculo do docking apenas a
area de interesse (KITCHEN et al., 2004).

No estudo da degradacédo da celulose e polissacarideos associados uma
maior afinidade do sitio ativo da enzima pelo substrato estda diretamente
relacionada a uma maior atividade catalitica da molécula quando submetida a
testes in vitro (KRISHNARAJ et al., 2017), sendo assim a utilizacdo do docking
molecular para fins de prospeccdo de enzimas celulase € uma estratégia

eficiente.
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3. Objetivos
3.1. Objetivos gerais

O trabalho tem como objetivo a busca por novas enzimas celulases de
alta eficiéncia, cuja sequéncia de aminoacidos tenha sido depositada em bancos
de dados online, buscando modela-las a partir de modelos ja caracterizados por
técnicas de cristalografia de raios-x ou NMR a fim de gerar modelos 3D de alta
estabilidade. Estas estruturas terdo como objetivo performar ensaios in silico de
atividade através de docking molecular, revelando a afinidade destas celulases

por seus respectivos substratos.

3.2. Objetivos especificos

1. Catalogar espécies de fungos fitopatogéncios cujos proteomas estejam

disponiveis em bancos de dado.

2. Encontrar sequéncias que apresentem alta similaridade para com

celulases nestes organismos.

3. Modelar as sequéncias encontradas, utilizando os modelos

tridimensionais gerados para ensaios de docking molecular.

4. Comparar as enzimas celulases de maior afinidade pelo substrato com

a de Trichoderma reesei.

5. Identificar pelo menos 1 enzima para posterior expressdo em sistema

nativo ou heterologo.
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4. Metodologia

4.1. lIdentificacdo de fungos fitopatogénicos com proteomas

depositados em bases de dados online

Para o primeiro passo deste trabalho foi prospectada uma base de dados
contendo todas as espécies taxonomicamente classificadas como pertencendo
ao reino fungi, utilizando o catalogo desenvolvido pela Comissao Internacional
da Taxonomia dos Fungos
(http://www.fungaltaxonomy.org/index.php/download_file/view/132/107/).

Em seguida foi realizada uma busca no Uniprot (UNIPROT, 2018), uma
colecdo de banco de dados para sequéncias de proteinas e anotacdo detalhada
de genomas, com atualmente cerca de 60 milhdes de sequéncias depositadas
(THE UNIPROT CONSORTIUM, 2017). Foi feita uma pesquisa por proteomas
de fungos utilizando o termo "taxonomy:"Fungi [4751]" ". Por fim foi utilizado um
script simples em linguagem de programacao Python 2.7 (PYTHON, 2018) para
extrair o0s nomes das espécies presentes nas duas listas, sobrepondo-as para
gerar um documento final contendo o nome de todas as espécies de fungos

fitopatogéncos cujos proteomas se encontram disponiveis.

4.2. Prospeccéao de celulases

Apés a identificacdo dos organismos fitopatogénicos se fez necessaria a
identificacdo de possiveis enzimas celulases dentre as milhares de proteinas
anotadas para cada proteoma. Para isso foram adotadas duas estratégias
experimentais distintas. A primeira abordagem consistiu na procura destas
proteinas contra um banco de dados formado por modelos depositados no
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB
PDB) (PDB, 2018), enquanto a segunda utilizou um alinhamento multiplo do
Pfam (PFAM, 2018).
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4.2.1. Identificacdo de celulases a partir de um banco de dados

formado por proteinas depositadas no Protein Data Bank

O PDB é um formato de arquivo utilizado para guardar a um nivel atdmico
as informacdes relativas a estrutura tridimensional de macromoléculas biologicas
como DNA, &cido ribonucleico (RNA) e proteinas obtidas através de técnicas de
determinacao de estrutura, estando todos estes arquivos depositados no RCSB
PDB (ROSE et al., 2017). Visando a otimizacao de futuras etapas de modelagem
foi montado um banco de dados somente com a sequéncia de aminoacidos de
proteinas resultantes da busca pelo termo "cellulase", restrito apenas a
organismos eucariotos e com resolucéo atbmica igual ou inferior a 2.0 angstrom.

Em seguida foi realizado um alinhamento local de regides homologas da
sequéncia peptidica dos proteomas contra o banco de dados criado por meio da
ferramenta BLASTp (WHEELER; BHAGWAT, 2007), gerando um arquivo com
diversos alinhamentos que foi entdo filtrado por escore (um parametro que
descreve a chance de dado alinhamento ocorrer por acaso) inferior a 1e-100 e
homologia da sequéncia superior a 65%, retornando apenas as proteinas de

maior similaridade e possibilidade de modelagem.

4.2.2. ldentificacdo de celulases a partir de alinhamento maualtiplo

através do Pfam

Visando efetuar uma busca mais ampla (uma vez que a busca por
celulases no RCSB PDB néo retorna todas as enzimas celulases depositadas no
site por conta da falta de uma completa padronizacdo e indexacdo das
submissdes) optou-se por realizar uma segunda busca utilizando um
alinhamento multiplo para celulases. Para isto utilizou-se o Pfam, um banco de
familias proteicas curadas (FINN et al., 2014). O alinhamento multiplo gerado
foi entdo processado e alinhado contra os proteomas pela ferramenta HMMER
(FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011), cujos resultados foram filtrados por escore
menor que 1e-50 e similaridade da sequéncia superior a 60%. Um esquema

simplificado desta etapa pode ser observado na Figura 5.
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Uniprot - Proteomas

BLASTp HMMER
Alinhamento de
Banzc:)cll)eDdBados Celulases no
Pfam
escore 1e-100 escore 1e-50

identidade >65% identidade >60%

Modelagem

Figura 5: Modelo de prospecc¢éo de celulases funcionais a partir de proteomas depositados no
Uniprot. Foram elaboradas duas estratégias distintas visando maximizar o nimero de enzimas
encontradas, através de algoritmos de alinhamento contra um banco de dados de enzimas do
PDB e contra um alinhamento multiplo de celulases do Pfam, sendo os resultados filtrados por
escore e identidade.

4.3. Modelagem de proteinas testes de estabilidade estrutural

As sequéncias de aminoacidos selecionadas foram submetidas a
ferramenta SignalP para a identificacdo e excisdo de regides correspondentes
ao peptideo sinal (PETERSEN et al., 2011). As possiveis celulases tiveram entéo
sua estrutura tridimensional modelada através de duas ferramentas: Swiss-
Model e RaptorX, ambos sédo servidores automaticos online de modelagem
através de uma proteina modelo previamente caracterizada e depositada, foram
escolhidos por conta de sua praticidade e rapidez, uma vez que se fez
necessaria a predicdo de estrutura para diversas enzimas (PENG; XU, 2011;
SCHWEDE et al., 2003).

Para a avaliagcdo de qualidade e estabilidade conformacional das
estruturas geradas foram utilizadas pontuacdes de QMEAN, automaticamente
calculadas para proteinas geradas pelo Swiss-model e 3D1D da ferramenta
Verify3D para os modelos gerados pelo Swiss-model e RaptorX. Ambos célculos
visam determinar a repulsdo entre as cadeias laterais dos aminoacidos,
indicando assim a probabilidade de determinadas conformacdes ocorrerem
(EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997; SOMERVILLE, 2004). A pontuagio

minima considerada para o controle de qualidade do QMEAN foi de -4.0,
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enguanto o parametro minimo utilizado para o parametro 3D1D da ferramenta
Verify3D foi de 0.2 para que a posi¢do da cadeia lateral do aminoéacido fosse
estavel, sendo necessario que no minimo de 70% dos residuos possua este valor.
Outro controle de qualidade consistiu em excluir proteinas cujo valor de

identidade com a sequéncia modelo fosse inferior a 60%.

4.4. Docking molecular

Foram gerados diversos modelos tridimensionais para duas enzimas
degradadoras de material lignocelulésico a partir das ferramentas de modelagem
de proteinas: endoglucanases e mananases. A primeira etapa para a realizagao
do docking molecular foi a escolha dos ligantes. As endoglucanases clivam as
cadeias de celulose indiscriminadamente, sendo assim possivel utilizar
polimeros de glicose com diferentes numeros de ligacdes B-1-4. Optou-se pela
celotetraose, carboidrato comporto de quatro glicoses, pois um ligante menor
nao iria representar adequadamente as interacdes presentes entre a enzima e
uma molécula de celulose, enquanto uma cadeia com nimero maior de glicoses
elevaria em muito o tempo de processamento requerido pelas simulagcdes. Para
a mananase se utilizou uma molécula de manano. As estruturas 3D dos ligantes
foram obtidas através do banco de dados de moléculas Pubchem (THE
PUBCHEM PROJECT, 2018), PubChemCID: 439626 e 870.

Para a localizacdo do sitio ativo da proteina foram utilizados os arquivos
PDB da estrutura de uma enzima endoglucanase de Fusarium oxysporum em
complexo com celobiose, provavelmente atuando na inibicdo de sua atividade,
entretanto sabe-se que esta ag¢do ocorre por meio da interacdo do inibidor
diretamente com o sitio funcional da enzima, podendo ser utilizado para fins de
simulacédo de docking (KRISHNARAJ et al., 2017). Para a mananase foi utilizada
uma estrutura de Amphibacillus xylanus em complexo com a manose,
carboidrato cuja cadeia de ligacdes B-1-4 formam o manano (PDB ID: 20VW e
5YLI). Por fim também foram realizados ensaios de docking molecular utilizando
uma endoglucanase e mananase da espécie Trichoderma reesei (PDB ID: 1IEG1
e 1QNR) a fim de comparar a afinidade pelo substrato das novas enzimas

prospectadas com as deste organismo atualmente utilizado no mercado.
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O docking foi executado pela ferramenta AutoDock Vina por conta de sua
rapidez e precisédo comparada a outros software do tipo (TROTT; OLSON, 2010).
As simulacfes foram restritas a regibes especificas das enzimas previamente
identificadas como pertencendo ao sitio ativo, de forma a economizar o tempo
total de computacdo. Ambas as grid box (caixa que delimita a area e
propriedades da simulacéo) foram desenhadas com tamanho X =80,Y =80e Z
= 80; enquanto as coordenadas espaciais para as endoglucanases foram X = 50,
Y =70 e Z = 35 e para as mananases X = -20, Y = -10 e Z = 40, conforme
ilustrado na Figura 6. Para a representacao visual da interacéo entre as proteinas
e os ligantes bem como o desenho da grid box foi utilizada ferramenta grafica
PyMOL (YUAN; CHAN; HU, 2017).

Figura 6: Representacao gréafica da estrutura tridimensional das enzimas modelo utilizadas para
desenhar a grid box. a) endoglucanase ligada a uma molécula de celobiose b) mananase em
complexo com quatro moléculas de manose.
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5. Resultados

A busca por proteomas de fungos no Uniprot retornou 1061 resultados,

que apos cruzados com os nomes dos organismos do catalogo da Comissdo

Internacional da Taxonomia dos Fungos gerou uma lista com o nome de 52

espécies de fungos fitopatogénicos cujos proteomas estao disponiveis, citadas

na Tabela 1:

Tabela 1: Lista de espécies de fungos fitopatogénicos com proteomas depositados no uniprot e
seus respectivos Ids de organismo. Espécies com mais de um ID possuem mais de um genoma

de referéncia.

Espécie

ID de organismo do Uniprot

Alternaria alternata

5599

Armillaria ostoyae 22192
Ashbya gossypii 284811
Aureobasidium pullulans 1043002
Bipolaris oryzae 930090
Bipolaris victoriae 12879

Blumeria graminis

1268274 e 546991

Botryotinia fuckeliana

1290391, 999810 e 425009

Ceratocystis fimbriata

1035309 e 88771

Cercospora beticola 12433
Chaetomium globosum 306901
Choanephora cucurbitarum 101091
Claviceps purpurea 1111077
Cochliobolus heterostrophus 701091
Cochliobolus sativus 665912
Colletotrichum gloeosporioides 1237896 e 1213859
Colletotrichum graminicola 645133
Corynespora cassiicola 17125
Diaporthe helianthi 158607
Didymella rabiei 5454
Dothistroma septosporum 675120

Fusarium oxysporum

426428, 1229664, 1229665,
1089458, 660025, 327505 e 5507

Gaeumannomyces graminis

644352
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Espécie ID de organismo do Uniprot
Geotrichum candidum 1173061

Grifola frondosa 5627

Leptosphaeria maculans 985895

Macrophomina phaseolina

1126212 e 1527523

Magnaporthe oryzae

242507, 1580607, 271257 e
441999

Melampsora larici-populina 747676
Moniliophthora perniciosa 554373
Moniliophthora roreri 1381753 e 221103
Mucor ambiguus 91626
Mucor circinelloides 1220926 e 747725
Neonectria ditissima 78410
Ophiostoma piceae 1262450
Phaeosphaeria nodorum 321614
Pseudocercospora fijiensis 383855
Pseudocercospora musae 113226
Pyrenophora tritici-repentis 426418
Rhizoctonia solani 45151
Rhynchosporium secalis 38038
Schizophyllum commune 578458
Sclerotinia sclerotiorum 665079
Sporisorium scitamineum 49012
Taphrina deformans 1097556
Thielaviopsis punctulata 72032
Tilletia controversa 13291
Tilletia indica 43049
Ustilago maydis 237631
Uncinula necator 52586
Verticillium dahliae 498257
Zymoseptoria tritici 498257

O banco de dados construido a partir das enzimas celulases depositadas

no RCSB PDB teve um total de 60 enzimas, o alinhamento por BLASTp nos

parametros previamente citados retornou 20 sequéncias. O alinhamento multiplo

do Pfam para um modelo de celulase utilizou como base 15602 sequéncias de
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aminoéacidos, resultando em 38 proteinas que foram alinhadas contra os
proteomas pela ferramenta.

A ferramenta online de montagem RaptorX gerou estruturas de baixa
qualidade quando analisada por verificadores de estabilidade proteica, além
disso as proteinas estavam visivelmente comprometidas estruturalmente
(resultados ndo mostrados). Todavia, as estruturas tridimensionais montadas
pela ferramenta Swiss-model tiveram excelentes resultados de qualidade,
gerando enzimas endoglucana e mananases, das quais grande parte esteve
apta a ser utilizada nos ensaios de docking molecular (Tabelas 2 e 3). Além disso
foi possivel verificar a acuracia das duas distintas técnicas de prospeccao
abordadas. Todas as sequéncias buscadas contra 0 banco de dados construido
a partir do RCSB PDB estiveram aptas ao docking. Apenas 8 das 38 enzimas
prospectadas através do cruzamento de dados do Pfam (além das ja
encontradas pelo primeiro método) apresentaram boa estrutura, estas,
entretanto de celulases e hemicelulases diversas por conta da altissima

abrangéncia de enzimas classificadas sob o termo celulase pelo Pfam.

Tabela 2: Lista de sequéncias de aminoacidos selecionadas pelo método de alinhamento
BLASTp contra banco de dados do PDB cujos modelos tridimensionais gerados pelo Swiss-
model passaram pelos seguintes controles de qualidade: QMEAN = -4,0; ldentidade com a
estrutura modelo = 60% e parametro 3D1D da ferramenta VERIFY3D = 70%, estando aptos aos
ensaios de Docking molecular.

ID UNIPROT QMEAN IDENTIDADE | VERIFY3D TIPO DOCKING
MODELO 3D1D
E5A2B2 -1,32 64,04% 100% Endoglucanase APTO
K2RE11 -0,83 69,84% 94% Endoglucanase APTO
G2XV26 -0,97 78,83% 100% Endoglucanase APTO
AOA0C4DHQ3 | 0,06 99,51% 98% Endoglucanase APTO
N4UKU3 -1,16 65,89% 94% Endoglucanase APTO
N1RUE4 -1,27 65,89% 94% Endoglucanase APTO
N1S229 0,11 72,04% 100% Endoglucanase APTO
X0BJP8 -1,23 65,55% 94% Endoglucanase APTO
X0J1P8 -0,09 70,89% 100% Endoglucanase APTO
XOMNI9 0,12 72,04% 100% Endoglucanase APTO
WOPEE9 0,08 99,27% 98% Endoglucanase APTO
W9OK2M9 0,19 72,51% 100% Endoglucanase APTO
WoJu27 -1,23 65,55% 94% Endoglucanase APTO
WOK9E4 0,22 71,36% 100% Endoglucanase APTO
W6ZSU6 -0,75 66,17% 100% Endoglucanase APTO
AOA177D8G6 | -1,29 66,34% 100% Endoglucanase APTO
AOA2P5HZN4 | -1,46 64,04 99% Endoglucanase APTO
AOA1lEIMUR1 | -1,78 65,33% 95% Endoglucanase APTO
AOAL1E1LX78 | -0,62 69,09% 99% Endoglucanase APTO
AOA2J8EMS2 | 0,21 71,43% 100% Endoglucanase APTO
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Tabela 3: Lista de sequéncias de aminoacidos selecionadas pelo método de alinhamento pela
ferramenta HMMER contra um alinhamento mdltiplo de celulases do Pfam, cujos modelos
tridimensionais gerados pelo Swiss-model passaram pelos seguintes controles de qualidade:
QMEAN = -4,0; Identidade com a estrutura modelo = 60% e parametro 3D1D da ferramenta
VERIFY3D = 70%, estando aptos aos ensaios de Docking molecular.

ID UNIPROT QMEAN IDENTIDADE | VERIFY3D TIPO DOCKING
MODELO 3D1D

G4N1K6 -6,33 18,61% - Endoglicocerami NAO
dase APTO

AOAOB7FSB3 | -3,88 17,01% - Exoglucanase NAO
APTO

M5C2A7 -3,96 18,24% - Galactosidase NAO
APTO

AOAQ074RQ48 | -4,27 19,86% - Galactosidase NAO
APTO

AOAOB7FQC5 | -3,62 19,05% - Galactosidase NAO
APTO

WO9K8P3 -5,82 20,51% - Glicosidase NAO
APTO

XO0K505 -5,61 20,19% - Glicosidase NAO
APTO

AOAO074RUO1 | -9,87 25,95% - - NAO
APTO

XOHHG5 -4,52 22,93% - - NAO
APTO

AOA1C7MFD6 | -6,13 24,86% - Exoglucanase NAO
APTO

AOAOB7FFE5 | -4,15 23,45% - Endocelulase NAO
APTO

FIX9U3 -4,94 22,15% - Glicosidase NAO
APTO

AOA1X7RSL7 | -3,82 20,33% - Exoglucanase NAO
APTO

AOAQ074YMU1L | -5,21 22,80% - Exoglucanase NAO
APTO

V2X3X3 -2,11 47,31% - Mananase NAO
APTO

AO0A2G5I3V5 -4,78 22,15% - Glicosidase NAO
APTO

W9Z2Q23 -4,8 20,52% - Exoglucanase NAO
APTO

X0K4T1 -3,62 19,05 - Galactosidase NAO
APTO

X8JKS9 -2,66 44,09% - Mananase NAO
APTO

AOA284RUZ3 | -1,95 20,52% - Mananase NAO
APTO

G2YMG1 -5,20 23,13% - - NAO
APTO
Q2H1Y9 -0,04 79,29% 94% Endoglucanase APTO

K2RHF8 -6,15 22,15% - Glicosidase NAO
APTO

G4NHU4 -5,06 22,15% - Exoglucanase NAO
APTO

AOA284RI75 -3,84 16,20% - Exoglucanase NAO
APTO
AOA177DAPS8 | -0,89 60,19% 100% Endoglucanase APTO
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ID UNIPROT QMEAN IDENTIDADE | VERIFY3D TIPO DOCKING
MODELO 3D1D
G4NI55 -1,14 67,29% 98% Mananase APTO
AOAOB7FHC3 | -2,26 27,54% - Endoglucanase NAO
APTO
AOAOB7FT22 | -1,21 45,24% - Mananase NAO
APTO
AO0A2J8C779 -1,05 66,84% 95% Mananase APTO
V2WCT7 -4,32 21,14% - - NAO
APTO
AOA177DSV3 | -1,05 70,53% 100% Mananase NAO
APTO
AOAOWOG2RO | -3,8 38,94% - Mananase NAO
APTO
Q2GMU6 -0,87 71,43% 98% Mananase APTO
N1PMD5 -1,49 65,53% 98% Mananase APTO
AOAL177EIM2 | -0,67 63,25% 100% Mananase APTO

Os resultados individuais referentes a energia livre para cada complexo

formado durante os ensaios de docking molecular, incluindo os das enzimas de

Trichoderma reesei podem ser visualizados na Tabela 4 (endoglucanases) e

Tabela 5 (mananases). Pelo menos duas glucanases pertencentes a espécie

Fusarium oxysporum possuem afinidade pela celibiose semelhante a

apresentada pela mesma enzima de T. reesei e cinco demonstram afinidade

muito proxima. Duas mananases pertencentes as espécies Aureobasidium

pullulans e Alternaria alternata apresentaram afinidade proxima a da

hemiceluase de T. reesei. Uma esquematizacdo dos principais resultados

encontrados pode ser observada na Figura 7.

Tabela 4: Resultados dos ensaios de docking molecular para endoglucanases prospectadas a
partir de proteomas do Uniprot e endoglucanase de T. reesei ao final.

Uniprot ID Espécie Energia livre
(kcal/mol)
AOAOC4DHQ3 | Fusarium oxysporum f. sp. -8,6
WOPEE9 | Fusarium oxysporum f. sp. pisi -8,6
AOA1E1LX78 | Rhynchosporium secalis -7,8
K2RE11 | Macrophomina phaseolina (strain MS6) -1,7
G2XV26 | Botryotinia fuckeliana (strain T4) -7,6
AOA177DAPS8 | Alternaria alternata -7,4
AOA2P5HZN4 | Diaporthe helianthi -7,3
N1RUE4 | Fusarium oxysporum f. sp. Cubense -3,8
AOA1E1IMUR1 | Rhynchosporium secalis -1,9
WOKO9E4 | Fusarium oxysporum Fo47 0,0
W9K2M9 | Fusarium oxysporum Fo47 0,0
X0J1P8 | Fusarium oxysporum f. sp. Conglutinans 0,0
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Uniprot ID Espécie Energia livre
(kcal/mol)

N1S229 | Fusarium oxysporum f. sp. Cubense 0,0

N1RUE4 | Fusarium oxysporum f. sp. Cubense 0,0

Q2H1Y9 | Chaetomium globosum 0,0

ES5A2B2 | Leptosphaeria maculans 0,0

W6ZSU6 | Bipolaris oryzae ATCC 44560 0,0

AOA177D8G6 | Alternaria alternata 0,0

Q2GU45 | Chaetomium globosum 0,0

- | Trichoderma reesei -8,6

Tabela 5: Resultados dos ensaios de docking molecular para mananases prospectadas a partir
de proteomas do Uniprot e mananase de T. reesei ao final.

Uniprot ID Espécie Energia livre
(kcal/mol)

AOAQ074XP68 | Aureobasidium pullulans -7,4

AOA177E1M2 | Alternaria alternata -7,4

Q2GMUG6 | Chaetomium globosum -5,3

AOA177DSV3 | Macrophomina phaseolina (strain MS6) -5,2

AO0A2J8C779 | Alternaria alternata -4,8

G4NI55 | Magnaporthe oryzae -4.,4

N1PMDS5 | Dothistroma septosporum -4,1

- | Trichoderma reesei -7,5

Proteomas de fungos fitopatogénicos
1062 proteomas de fungos
52 fitopatogénicos

Filtragem por BLASTp Filtragem por HMMER conta
contra banco de dados do PDB | alinhamento miiltiplo do Pfam

20 enzimas 32 enzimas

Modelagem de Proteinas

52 enzimas

Docking
molecular
28 enzimas

Comparagao
com T. reesei

4
enzimas

Figura 7: Esquematizacdo dos principais resultados encontrados, desde a filtragem dos
proteoma até a descoberta de duas enzimas endoglucanases e mananases com afinidade pelo
substrato semelhante a de enzimas atualmente utilizadas pela industria.
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6. Discussao

As duas abordagens distintas empregadas com o objetivo de prospectar
celulases e hemicelulases de fungos fitopatogénicos foram bem-sucedidas,
apesar dos resultados distintos gerados por cada método, ambos foram
essenciais para a exploracdo dos proteomas e sua filtragem.

Primeiramente a busca por enzimas a partir de um banco de celulases
coletadas no RCSB PDB garantiu resultados mais solidos, com taxa de 100%
das enzimas encontradas estando aptas ao docking. Resultado esperado, uma
vez que estes modelos tridimensionais foram os mesmos utilizados
subsequentemente pelo Swiss-model para a etapa de modelagem. Apesar disto,
a utilizacdo do Pfam foi imprescindivel para o resultado final, abrindo um amplo
leque de oportunidades de busca, uma vez que o0 seu banco de mais de 15 mil
sequéncias de proteinas classificadas como pertencentes a familia das celulases.
Isto permitiu o retorno de resultados mais diversos, como todos os trés tipos de
celulases e diversas hemicelulases, ainda que em geral menos especificos e
com menor taxa de aproveitamento para o docking. Fica claro, entretanto que a
maior limitagc&o para estas abordagens, especialmente utilizando o Pfam é a falta
de proteinas como exoglucanases, betaglicosidases e diversas hemicelulases
devidamente caracterizadas por métodos biofisicos e depositadas em formato
PDB em plataformas online.

A escolha de fungos fitopatogénicos como alvo para a procura por novas
celulases e hemicelulases de alta atividade mostrou-se até entdo excelente,
foram encontradas sete endoglucanases com afinidade ao substrato semelhante
ou igual a do fungo Trichoderma reesei, amplamente utilizado na inddstria
(BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016). Além disso foram identificados ao
menos duas mananases com afinidade semelhante as deste mesmo organismo.
Por outro lado, algumas enzimas apresentaram energia de ligacéo igual a zero
ao substrato, longe de ser um resultado esperado. Isto provavelmente se deu
por alguma falha no docking da proteina ou no modelo montado pela ferramenta
Swiss-model.

O principal resultado deste trabalho € a lista de enzimas gerada, cabendo

a estas sua expressao em sistema nativo ou heterologo para estudos futuros
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guanto a sua atividade in vitro e potencial como insumo biotecnolégico. A
endoglucanase de maior afinidade foi encontrada para o organismo Fusarium
oxysporum, uma espécie de fungo cuja producdo de celulases ainda € pouco
explorada. Um estudo utilizando cinco cepas distintas de F. oxysporum extraidas
a partir de plantas infectadas registrou a atividade enzimatica maxima das
celulases secretadas por estes organismos entre as temperaturas de 60-65°C,
porém ainda funcional entre a faixa de 4 e 50°C. Estas enzimas s&o igualmente
bem adaptadas a uma ampla faixa de pH, atingindo sua taxa de conversao
maxima entre 4,5 e 5,5, mas também mantendo sua atividade até 9,5 (YUAN et
al., 2012), caracteristicas estas desejaveis em enzimas utilizadas em processos
industriais.

Quanto ao restante das espécies, a literatura acerca da atividade de
celulases para fins industriais € extremamente escassa ou inexistente, havendo
o trabalho de prospeccédo sinalizado pelo menos cinco novas espécies com
potencial utilizacdo biotecnoldgica de celulases, que ndo apenas possuem alta
afinidade pelo substrato, mas também tendéncia a uma expressiva producéo
destas enzimas por conta de sua natureza fitopatogénica.

Dentre as duas mananases encontradas e 0S Seus respectivos
organismos de origem, a espécie Aureobasidium pullulans ja € conhecida como
uma 6tima fonte para a enzima. Uma triagem com diversos fungos encontrou em
cepas de A. pullulans as melhores produtoras de mananases (CHI et al., 2009).
Este € um excelente resultado, uma vez que temos a comprovacao da elevada
afinidade da enzima pelo manano in silico e de sua alta secrecéo in vitro, isto
além de caracterizar uma possivel fonte de enzimas lignocelulésicas, também
ajuda a validar a hipétese de fungos fitopatogénicos como alvo para a descoberta
destas enzimas. A literatura para mananases de Alternaria alternata é
praticamente inexistente, configurando uma fonte completamente nova de
possiveis enzimas hemicelulases.

Ademais, a utilizacdo deste novo método nédo esta limitada somente ao
conjunto dos fungos fitopatogénicos, podendo ser aplicada a outros grupos
abrangentes onde a utilizacdo de técnicas de analise de metagenoma nao €
possivel, como organismos extremofilos, decompositores e até fungos em geral,

sendo este também um resultado importante e promissor do trabalho.
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7. Concluséao

A metodologia empregada foi bem-sucedida, sendo capaz de a partir de
1000 proteomas contendo milhares de proteinas filtrar, modelar e realizar
ensaios de docking para gerar modelos tridimensionais para ao menos dez
enzimas com afinidade ao substrato proxima ou igual a de enzimas secretadas
pela T. reesei, organismo de estabelecido uso comercial. Concebendo nao
apenas modelos de celulases e hemicelulases de alto potencial industrial, mas
também um protocolo para a prospeccao de enzimas degradadoras de material
lignoceluldsico a partir de fontes gigantes de dados.

Este modelo, porém, ainda pode e devera ser melhorado. Perspectivas
futuras incluem modificacdes no protocolo utilizado para o docking molecular, a
fim de garantir que todas as proteinas se liguem corretamente ao substrato.
Apesar de a literatura indicar uma forte tendéncia de altos padrbes de expresséo
nativa e estabilidade estrutural para estas enzimas, é imprescindivel a
elaboracdo de um modelo para a submissdo das celulases a testes de
termoestabilidade por dindmica molecular e a realizagdo de testes in vitro
utilizando as enzimas encontradas pelo estudo. Podendo assim validar suas
capacidades funcionais como produtos biotecnolégicos de alta eficiéncia para a
producdo de bioetanol de segunda geracdo. Outra perspectiva inclui o
estabelecimento da melhor estratégia para a obtencéo destas proteinas em alta
qguantidade, verificando seus padrfes de expressao nativa e recombinante,

definindo o melhor organismo para este fim.
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