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RESUMO

As B-glicosidases (EC 3.2.1.21) s&o um grupo diversificado de enzimas que catalisam a
hidrélise de ligagoes B-glicosidicas de carboidrato para liberar residuos de glicosil terminais
ndo redutores, como a B-D-glicose e que possuem grande aplicabilidade industrial. Nas
bactérias, as B-glicosidase que constituem o complexo celulase microbiana desempenham um
papel importante na regulacdo de todo o processo de hidrdlise da celulose. Acredita-se que as
B-glicosidases de cianobactérias desempenhem papéis no metabolismo de glicosideos e
possivel atividade hidrolitica da celobiose importante para hidrolise da celulose completa.
Entretanto, dados estruturais ¢ funcionais das B-glicosidases de cianobactérias e sua aplicacdo
biotecnoldgica, ainda sdo escassos. Deste modo, o presente trabalho busca elucidar as
propriedades fisico-quimicas, estruturais e funcionais empregando ferramentas in silico e
apresentar a caracterizacdo bioquimica parcial de uma p-glicosidase de Microcystis
aeruginosa CACIAM 03 (MaBgl3). A sequéncia utilizada no estudo, estando depositada no
NCBI (ID: OCY13127.1), fora analisada quanto a suas propriedades fisico-quimicas,
sequéncias primarias, fungdes, localizacdo subcelular, dominios, estruturas secundarias,
modelagem tridimensional. Essa B-glicosidase MaBgl3 é pertencente a familia GH3,
monomérica e com massa molecular teorica de 57,24 kDa e pl de 5,01, configurando ser uma
proteina acida presente no citoplasma da cianobactéria. O modelo da estrutura MaBgI3
revelou um dominio N-terminal enovelado como um barril TIM distorcido com mecénica
catalitica de diade semelhante encontrada em N-acetilglicosaminidases, um loop que conecta
este dominio a um segundo dominio C-terminal na forma de sanduiche o/f. O extrato
enzimatico mostrou atividade enzimaética frente a p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo, tendo
atividade 6tima em pH 4,5 e 40 °C com 37 U/mL. Estes resultados permitiram compreender
as principais caracteristicas bioquimicas, estruturais e seu mecanismo de catélise.
Futuramente, avaliagdes de tolerancias pela glicose, influéncia de aditivos e a sua purificacao,
poderdo contribuir para processos de hidrolise da biomassa lignoceluldsico, dentre outras

aplicacBes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: enzimas, B-glicosidase, cianobactéria, biotecnologia, modelagem molecular.



ABSTRACT

The B-glucosidases (EC 3.2.1.21) are a diverse group of enzymes that catalyze the hydrolysis
of B-glycosidic bonds of carbohydrate to release non-reducing glycosyl residues, such as -D-
glucose and have wide industrial applicability. In bacteria organisms, the B-glucosidase that
constitute the microbial cellulase complex play an important role in the regulation of the
entire process of cellulose hydrolysis. Cyanobacterial B-glucosidases are believed to play
roles in glycoside metabolism, carbohydrate cycling and possible hydrolytic activity of short-
chain oligosaccharides and cellobiose important for complete cellulose hydrolysis. However,
structural and functional data on cyanobacterial B-glycosidases and their biotechnological
application are still scarce. In this context, the present work seeks to elucidate the
physicochemical, structural and functional properties using in silico tools and to present the
biochemical characterization of a B-glycosidase from Microcystis aeruginosa CACIAM 03
(MaBgl3). The sequence used in this study was deposited at the NCBI (ID: 13127.1), it had
been analyzed in terms of its physicochemical properties, primary sequences, functions,
subcellular location, domains, secondary structures and three-dimensional structures. This -
glycosidase MaBgl3 belongs to the GH3 family, it’s monomeric and has a theoretical
molecular mass of 57,24 kDa and pl of 5.01, configuring it to be and acidic protein present in
the cytoplasm of cyanobacteria. The modeled structure of MaBgI3 revealed an N-terminal
domain folded like a distorted TIM barrel (B/a)g with similar dyad catalytic mechanics found
in N-acetylglucosaminidases, a loop connecting that domain to a second C-terminal domain
folded in o/B-sandwich. The enzymatic extract showed activity against p-nitrophenyl-p-D-
glucopyranoside, having optimum activity at pH 4.5 and 40 °C with activity of 37 U/mL.
These results allowed us to understand the main biochemical, structural characteristics and
their catalytic mechanism. In the future, assessments of glucose tolerance, influence of
additives and enzyme purification, may contribute to lignocellulosic biomass hydrolysis

processes, among other biotechnological applications.

Keywords: enzymes, B-glucosidase, cyanobacteria, biotechnology, molecular modeling.
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo conhecidas por serem 0s primeiros microrganismos autotréficos,
fotossintéticos originados aproximadamente em 3 bilhdes de anos na Terra, que contribuiram
para um dos eventos mais dramaticos durante a evolucao do planeta — a oxigenacao do planeta
Terra (PLANAVSKY, 2014; NUTMAN, 2016). Embora a natureza de cianobactérias seja
microscopica, elas podem ser visualizadas ao formar floragfes, crostas e coldnias que
descoloram da agua, causando diversos problemas e entre eles estdo aumento da turbilidade,
sufocacdo da vegetacdo marinha, deplecdo de oxigénio, inducgdo a hipoxia e indxia e causando
a morte de peixes e invertebrados (RABALAIS et al., 2010).

A taxa de crescimento rapido de cianobactérias depende de variagcdes nos niveis de
nutrientes, fatores bidticos, mudancas climaticas ou aquecimento global. O processo da
industrializacdo nos paises em desenvolvimento aumenta a demanda por atividades antrépicas
que muitas vezes ndo é acompanhada por uma infraestrutura adequada a essas atividades. No
Brasil, grande parte dos residuos domésticos e esgoto sdo lancados diretamente nos corpos
hidricos (TUCCI, 2002). A matéria organica presente nesses residuos ¢ um dos principais
fatores responsaveis pelo aparecimento de floragdes por cianobactérias, pois provocam a
eutrofizacdo e consequentemente, a contaminacao de solos e ambientes aquaticos (TUNDISI,
2003).

Sabe-se que as cianobactérias sdo capazes de produzir inimeros metabdlitos
secundarios bioativos e outros compostos, com seu papel ecolégico e mecanismo de producéo
ainda pouco abordado. Essas moléculas, chamadas de cianopeptideos, sdo descritas como
compostos com atividades bioldgicas, como as microviridinas que sdo potenciais inibidoras
de serinoproteases (AMARAL et al., 2021).

Devido ao crescimento autotréfico, elas podem crescer nos mais diversos habitats e
em diferentes tipos de recursos hidricos, como &gua doce, agua salobra e aguas residuais
industriais. Logo, evidencia que os microrganismos ndo necessitam de exigéncias nutricionais
complexas, apenas de determinados nutrientes, CO, e energia luminosa. Assim, o cultivo em
massa de cianobactérias pode ser possivel para produzir compostos valiosos incluindo
biocombustiveis, biofertilizantes, polimeros biodegradaveis, suplementos e substancias de cor
como corantes (DEMAY et al., 2019).

Embora algumas revisoes se concentrem na utilizagdo para producéo de um produto de
valor. Nenhuma aborda o potencial das cianobactérias para serem usadas como produtoras de

enzimas industrialmente importantes. Logo, estas cianobactérias possuem a capacidade de
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sintetizar enzimas de diferentes aplicagdes industriais, incluindo as amilases, galactosidases,
proteases, lipases, fitases, lacases, celulases e enzima que sdo capazes de regular a eficiéncia
de hidrdlise da degradacdo da biomassa, as B-glicosidases.

As aplicagoes de PB-glicosidases (EC 3.2.1.21) se desenvolveram notavelmente nos
altimos anos devido a necessidade de fontes renovaveis de energias e na exploracdo do seu
uso na sacarificagao da fibra de celulose nas inddstrias de etanol. As B-glicosidases atuam
sinergicamente com exoglucanase ¢ endoglucanase na hidrélise de ligagdes B-glicosidicas da
celulose, liberando unidades de glicose. Contudo, a maioria das B-glicosidases caracterizadas
sdo sensiveis ao produto formado durante a hidrélise e acabam sendo inibidas por ela ou ndo
possuem a conformac&o necessaria para que ocorra a quebra do substrato celobiose.

A fim de explorar completamente as caracteristicas de -glicosidases de cianobactérias
€ necessario conhecer sua estrutura tridimensional para compreender as informacgdes sobre
relacdo estrutura-fungdo e os mecanismos bioldgicos que estdo envolvidos com a enzima -
glicosidase e de possiveis aplicaces biotecnoldgicas na industria de biocombustiveis e dentre
outras aplicacbes no processo de fabricacdo de papel, producdo de adubo, clareamento de

sucos de frutas para aumentar a qualidade nutritiva de alimentos e outros processos.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é analisar as estruturas e propriedades, extrair e caracterizar
a atividade enzimatica B-glicosidase enddgena da cianobactéria amazdnica Microcystis
aeruginosa CACIAM 03.

2.2. Objetivos Especificos
a) Realizar investigagdo das sequéncias codificantes de B-glicosidase.
b) Analisar as estruturas primaria, secundaria ¢ modelar a estrutura terciaria da 3-
glicosidase.
c) Extrair e purificar a enzima [-glicosidase

d) Caracterizar a B-glicosidase frente a seu pH e temperatura 6timo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Enzimas

Enzimas sdo catalisadores biologicos que aceleram reagdes especificas e importantes
para organismos vivos, sob determinadas condigdes de pH, concentracdo de substrato,
temperatura e outros parametros (CUESTA, 2016; ROBINSON, 2015). Como catalisadores,
as enzimas sdo necessarias em concentragdes muito baixas e aceleram as reagGes sem serem
consumidas durante o processo, onde descrevemos as enzimas como sendo capazes de

catalisar a conversédo de substrato em produto da seguinte forma:

Figura 1 - Mecanismo de Atividade Enzimatica

\ Y 4 \ Y 4

Substrato Produto
Enzima Complexo Enzima- Enzima
Substrato

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim altamente especificas que catalisam apenas um tipo de moléculas como
substrato em produtos ou uma variedade substratos. Outras sdo descritas como enzimas que
demonstram uma especificidade elevadas, descrita como especificidade absoluta em que a
enzima possui total especificidade a apenas a um substrato e nenhuma atividade com outras
moléculas (JAEGER et al., 2004).

As enzimas sédo classificadas de acordo com a Comissdo de Enzimas (EC) a partir da
reacdo que as enzimas catalisam também a numeracdo indica o substrato sobre o qual a
enzima atua. A primeira parte do nimero EC refere-se a reagdo que a enzima catalisa. Os
préximos digitos significam a natureza de reacdo identificada pelo primeiro digito. Como
exemplo, temos as B-glicosidases (EC 3.2.1.21) em que a numeragdo EC 3 estdo as classes
das hidrolases, que catalisam hidrélise, quebra de ligacdes e estruturas com participacao neste
processo da acdo da agua. O proximo digito (EC 3.2) inclui glicosilases que atuam em
acucares. O terceiro digito (EC 3.2.1) diz a respeito de glicosidases que hidrolisam compostos
O- e S-glicosil.

O esquema de classificagdo consiste (Tabela 1), atualmente, em sete classes de
enzimas: Oxidorredutases (EC 1), Transferases (EC 2), Hidrolases (EC 3), Liases (EC 4),
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Isomerases (EC 5), Ligases (EC 6), e recente criada a nova classe de enzimas Translocases
(EC 7) (MATSUTA, 2013; KEITH, 2018).
Tabela 1 - Classificacdo de enzimas segundo o sistema de Comissdo de Enzimas
(EC).

Digito EC Classe de Enzima Tipo de reacéo

1 Oxidorredutases Reducgédo/oxidacao

2 Transferases Transferéncia de atomo ou grupo

3 Hidrolases Hidrolise

4 Liases Remocao de grupo

5 Isomerases Isomerizagéo

6 Ligases Ligacdo entre duas moléculas

7 Translocases Translocagdo de aminoacidos, hydrons e outros

Fonte: IUBMB, nomenclatura das enzimas.
3.2. As p-glicosidase

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase; EC 3.2.1.21) sdo consideradas as
mais essenciais enzimas que catalisam de forma eficiente a degradacdo da glicose
(ALMEIDA et al., 2015). Essas enzimas hidrolisam liga¢des glicosidicas (B-1,4; B-1,3 e B-
1,6) em alquila e arila B-D-glicosideos, assim como dissacarideos e oligossacarideos de cadeia
curta que ocorrem onipresentemente em plantas, animais, fungos, bactérias e em
cianobactérias de forma extra e intracelular. (BAI, 2013; SINGH, 2016).

Nesses mais diversos organismos as [3-glicosidases desempenham papeis fundamentais
associados a processos biologicos dependendo sistema bioldgico e onde esta situada a enzima.
Em microrganismos celuloliticos, estdo envolvidas na degradacdo do material lignocelulésico
e da celobiose (TOMME et al., 1995). Em humanos e mamiferos, as B-glicosidases estdo
envolvidas na hidrolise das glicosilceramidas. Particulas estas conhecidas como GL1 e que,
na auséncia da B-glicosidase, acumulam-se normalmente no figado, no bago e na medula
Ossea, caracterizando assim a doenca de Gaucher - um distdrbio de armazenamento lisossomal
ndo-neuropatico (FERREIRA et al., 2008).

As propriedades fisico-quimicas das B-glicosidases sdo bem estudadas e entendidas
onde na literatura é indicado que a maior parte de todas as B-glicosidases tem subunidade com
peso molecular entre 55 a 65 kDa, bem como se é conhecido o pH e temperatura de atividade

para determinados substratos especificos e ndo-especificos.
3.2.1. Classificagao De B-Glicosidase

As B-glicosidases pertencem a um grupo diverso de outras enzimas hidroliticas e tém



19

sido classificadas baseadas ndo apenas em um critério definido. Em geral, sdo classificadas
baseadas: (1) em sua especificidade ao substrato e (2) na identidade da sequéncia de
nucleotideos (SORENSEN et al., 2013). E de acordo com a especificidade ao substrato elas
tém sido classificadas como (1) aril-B-glicosidases, que agem aril-glicosideos no quais nos
quais uma fracdo de aclcar esta ligada por meio de uma ligagdo carbono-carbono (C-C) a uma
fracdo ndo-agucar (aglicona). (2) verdadeiras celobiases, que hidrolisam celobiose para liberar
glicose e (3) enzimas com ampla especificidade de substrato que atuam em um amplo
espectro de substratos. (SINGHANIA, 2017; ZHANG, 2016; ROJAS, 1995).

Segundo a proposta de Henrissat e Bairoch (1996), o método de classificacdo é
baseado na sequéncia e na semelhanca do dobramento das enzimas a partir da analise da
analise de clusters hidrofobicos (HCA). O HCA de diversas enzimas sugere que a-hélices e
folhas-p estdo localizadas em posigdes similares na conformagdo das mesmas. Além disso, ha
um ndmero de aminoacidos altamente conservados agrupados no sitio ativo que inclusive a
identificacdo de catalisador nucleofilico e &cido/base afeta a identificacdo a qual familia esta
enzima é pertencente. A classificacdo baseada em sequéncia pode ser usada para caracterizar
enzimas de uma perspectiva estrutural, mas a especificidade do substrato em relacdo a por¢édo
aglicona continua sendo a principal ou, em alguns casos, a Unica lider no isolamento e
caracterizagdo de glicosidases estruturais ou desconhecidas ndo esta claro.

As familias das glicosil hidrolases séo classificadas em EC 3.2.1 como enzimas que
catalisam a hidrdlise de O- ou S- glicosideos e baseado no proposto acima levou a definigéo
de mais de 100 familias diferentes. A classificacao esta disponivel no banco de dados CAZy
(Carbohydrate-Active Enzymes) permitindo uma previsdo confiavel da estrutura, do
mecanismo, residuos do sitio ativo e dos possiveis substratos (SINNOTT et al., 1990). As B-
glicosidases estdo majoritariamente nas familias 1 e 3 das glicosil hidrolases, porém estas séo
encontradas em familias 5, 9 e 30 (CANTAREL et al., 2009).

Na familia 1 das glicosil hidrolases (GH1) as enzimas mais comuns desse grupo sdo as
B-glicosidase e B-galactosidase, onde tipicamente a atividade é encontrada no mesmo sitio
ativo com valores de K., semelhantes. Outras enzimas compartilham a mesma familia como
as B-manosidase, B-glucuronidase, B-xilosidase e sdo todas enzimas de retencdo que seguem
um mecanismo classico de duplo deslocamento de Koshland. Em plantas, as enzimas da
familia GH1 estdo frequentemente envolvidas no processo de aromaéticos glicosilados, como
hormdnios vegetais e outras plantas utilizam como parte do seu sistema de defesa para liberar

aglicona toxicas a partir da hidrélise de linamarina e glucosinolatos.
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A familia GH3 consiste de 53 estruturas cristalégrafadas majoritariamente de [-
glicosidases e hexosaminidases de bactérias, mofos, leveduras e algumas plantas, contudo até
0 momento continua escasso as informacdes sobre as estruturas, a especificidade ao substrato
e o tipo de funcdo exercida nos organismos em que ela esta presente. Tornando-se assim cada
vez mais necessario a busca por novas estruturas a fim de se entender os seus mecanismos, o
papel que exerce em determinado organismo e os esquemas de cada familia. Salientando-se a
escassez dos dados sobre essas B-glicosidases de cianobactérias e a sua futura aplicacdo

biotecnoldgia
3.2.2. Mecanismo De Catalise

A hidrolise enzimética das liga¢bes glicosidicas ocorre geralmente por catalisador
acido que requer dois residuos criticos: um doador de prétons e uma base/nucleéfilo. E esse
mecanismo Vvai ocorrer majoritariamente via retencdo ou inversdo de uma configuracdo
anomérica. E em ambos mecanismos a posi¢do do doador de préton é idéntica (GIDEON et
al., 1995). As B-glicosidases sdo enzimas de retencdo por conta de seus produtos terem a
capacidade de reter a mesma configuracdo anomérica que o substrato. Esse mecanismo de
interacdo enzima-substrato é chamado de duplo deslocamento postulado por Daniel Koshland
em 1953.

A catélise consiste de duas etapas envolvem um intermediario glicosil-enzima (Figura
2) onde a reacdo ocorre com o catalisador nucleofilico da enzima sendo ativado com auxilio
do residuo acido/base fornecido por duas cadeias laterais de aminoacidos, que podem ser

glutamato ou aspartato para performar a catélise, localizadas a aproximadamente 5 A de

distancia.
Figura 2 — Mecanismo geral de retenc¢do enzimatica das B-glicosidases.
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Na primeira etapa, um dos residuos funciona como nucletfilo atacando o centro
anomérico para deslocar a aglicona e formar um intermediario glicosil-enzima e durante este
mesmo tempo um outro residuo ird funcionar como um &cido, protonando (doando H*) o
oxigénio glicosidico a medida que ocorre a clivagem. Etapa essa chamada também de
glicosilagéo.

Na segunda etapa (etapa de desglicosilacdo) o intermediario € hidrolisado pela agua,
com outro residuo agindo agora como um catalisador basico desprotonando a molécula de
acordo com seu processo de clivagem liberando glicose como produto. A adicéo trans de um
grupo OH resulta na retencdo liquida na configuragdo anomérica. O residuo nucleofilico
também atua como o grupo de saida na etapa de desglicosilacdo (WITHERS, 2008; BHATIA,
2002; KOSHLAND, 1953).

Sendo esta a funcdo mais atribuida a glicosidases, a hidrolise de ligacGes glicosidicas.
Contudo, algumas glicosidases sdo capazes de catalisar reacdes de novas ligacGes glicosidicas
através da hidrolise reversa ou de transglicosilacdo. Isto €, pode ser obtido a sintese de
glicosideos deslocando o equilibrio a favor da sintese (controle termodinamico) ou através do
uso de doadores de monossacarideos ativados (controle cinético), desviando a rota da reacédo
de hidrélise. Na hidrélise reversa (controle termodindmico) sdo usadas altas temperaturas,
adicéo de solventes organicos e/ou altas concentragdes de produtos.

Na transglicosilacéo (controle cinético) o intermedirio (glicosil-enzima) é atacado por
uma outra molécula de substrato (aceptor glicosidico) invés de uma molécula de agua,
gerando um novo glicosideo. Neste caso, pode ser usado como aceptores: oligossacarideos,
aril-glicosideos e glicosideos fluorados (MALET et al., 1998).

Os estudos com a lisozima da clara de ovo de galinha (HEWL) levaram a dados bem
compreendidos da estrutura, mecanica, predi¢ao dos residuos cataliticos e dominios da -
glicosidase. As evidéncias de acidos carboxilicos servindo como acido foram encontradas
através da cristalografia de raio X da HEWL. O Glu® foi identificado como doador de préton
durante a catalise enquanto Asp> serve como estabilizador durante o estagio de transicdo do
oxonio. Interessantemente, a homologia da sequéncia de aminoacidos entre regiGes que
compreendem os residuos Glu® e Asp® e segmento de outras p-glicosidase (Figura 3). Por

analogia com a HEWL, Moranelli e colaboradores (1986) identificou nas B-glicosidase Glu™®°

607

e Asp*" em Schizophyllum commune e GIu®" e Asp®® de Candida pelliculosa como

potenciais residuos cataliticos.
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Figura 3 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de uma celulase de fungo e duas B-glicosidases de fungo
e bactérias com o seguimento da HEWL.

Lisozima Clara de Ovo -.-Glu-Ser Asn-Phe-Asn-Thr-Gln-Ala-Thr-Asn-Arg-Asn-Thr-Asp-Gly-Ser-

Celulase de 5. commune H -Glu-Sert-Cys-Ala-Glu-Phe-Gly-Asn-Glin-Asn-Tle-Pro-Gly-Val-Lys-Asn—{Thr
p-glicosidase de S. commune - -Glu-Sert-Ser-Ala-Gln-Val-Pro-Asp-Ile-Asp-Tyr-Ser-Glu-Gly-Leu-Leu-Val-- |-/
p-glicosidase de dgrobacterium sp.

p-glicosidase de . pelliculosa F Glu{Lys-Val-Asp-Val-Pro-Asp-Pro-Val-Asp-Lys-Phe-Thr-Glu-Ser-Tle- -|Thr- Val-|Asp—

Fonte: Adaptado do trabalho de Moranelli e Colaboradores (1986).

Durante os estudos de Legler (1967) com modificacdes experimentais e afinidade a
partir da mutagénese, fora proposto que o Glu no motivo serve como doador de proétons
durante a catélise e fora identificado que outros residuos de Glu/Asp agiam como nucleofilico
que ajudaram a delinear o mecanismo de agdo das enzimas de Aspergillus wentii, Aspergillus
oryzae, B. theobromae, de leveduras e de células de Gaucher humana (DINUR, 1986;
BAUSE, 1980; LEGLER, 1973; LEGLER, 1968).

O arranjo do sitio catalitico na familia GH3 foi visualizado pela primeira vez por
Varghese em 1999 através da estrutura cristalina da B-glucaexohidrolase de cevada
confirmando consistir de dois subsitios de ligacao glicosil (-1 e +1) com um nucleofilico e um
residuo &cido/base. Os estudos de Legler em 1973 sugeriram que um residuo de aspartato na
sequéncia VMSDW como o residuo nucleofilo catalitico muito antes do estabelecido no
sistema de classificagdo CAZy e reconhecendo a enzima B-glicosidase de Aspergillus goii
como membro da familia GH3. O residuo homologo de B-glucaexohidrolase de cevada
identificou que o Asp™ dentro da sequéncia GFVISDW sendo posicionado adequadamente
para atuar como o nucleofilico durante a catalise. A conservacdo deste aspartato torna-se
evidente quando estruturas cristalinas de varias enzimas GH3 sdo sobrepostas. Contudo que o
nucleofilico catalitico aspartato seja bem conservado a localizacdo e a identidade do residuo
acido/base ndo é clara (VARGHESE et al., 1999).

O alinhamento de sequéncia atualmente é usado de forma a identificar o residuo
nucleofilo catalitico dos membros do GH3, contudo a posi¢do do residuo acido/base é
filogeneticamente geral, dificilmente identificavel. Onde o estudo de Varghese sobre a f3-
glucaexohidrolase foi a primeira a sugerir a identidade do residuo &cido/base de um membro
GH3. A enzima consiste de dois dominios onde um é um dominio N-terminal barril (a/B)8
que abriga o sitio ativo e o nucleofilico Asp*® e um residuo de glutamato na posicao 491 que

estd projetado para o sitio ativo no dominio barril (a/f)8 que foi proposto para atuar como
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acido/base catalitico (HRMOVA et al., 2001).
3.2.3. Temperatura e pH

O efeito da temperatura pode ser muito complexo devido a varias causas, com 0
aumento da temperatura, a atividade molecular é aumentada, assim como com este aumento
pode ocorrer a inativagdo gradativa da enzima. Um aumento de 10 °C (dez graus celsius)
aumentara a atividade da maioria das enzimas em 50 a 100 %. Uma vez que a enzima é
desnaturada, ela ndo pode ser reparada (LESK, 2008). Cada enzima tem uma faixa de
temperatura na qual uma taxa maxima de reacdo é alcancada, considerando este maximo
como temperatura 6tima da enzima. Onde também existird enzimas que operam bem em
temperaturas mais baixas e mais altas e mais baixas. Portanto, a faixa da atividade €
determinada pela temperatura que a enzima tera comecado a ter atividade e a temperatura que
a enzima comeca a se degradar.

Muitas das B-glicosidases termofilicas sdo obtidas de espécies de Thermotoga. Na
familia GH1 temos as B-glicosidases de T. maritima e T. neapolitana sdo ativas a 100 °C
(PARK et al., 2005). No entanto, a B-glicosidases mais termoestavel ja relatada na literatura
vem de arquea hipertermofila Pyrococcus furiosus, tendo atividade 6tima entre 102 a 105 °C
com meia vida de 85 ha 100 °C e 13 ha 110 °C (KENGEN et al., 1993). Em um trabalho de
Silva (2016) determinou para o fungo termdfilos Myceliophthora heterothallica atividade
residual entre 40 a 70 °C durante 1 hora se demonstrando estavel a mais tempo em 60 °C.
Essas evidéncias sugerem que fungos sdo fontes ricas em P-glicosidases termofilicas
incluindo espécies mesofilas Sclerotium e Aspergillus (RAPP et al., 1989; ZENG e ZHANG,
1989). Ambas espécies crescem entre 24 a 27 °C, contudo produzem B-glicosidases com
temperatura 6tima e estabilidade entre 60 a 75 °C.

Candidatos com alta atividade e Otima estabilidade a temperaturas elevadas e com
variacdo de pH sdo preferidos para a industria. A alteracdo deste pH altera a estrutura do sitio
ativo da enzima, onde cada uma tera um pH especifico para o seu pH 6timo. Na tabela 2
vemos que a maioria das enzimas tem pH 6timo entre 4 a 6, contudo a estabilidade dessas
enzimas varia entre pH 3,5 a 7 em determinados organismos. Vale ressaltar que a enzima tera
0 seu sitio alterado de acordo se o pH esta acido ou alcalino e para determinados substratos
que estdo sendo analisados.

O pH néo apenas afeta a enzima como também carrega o substrato e pode alterar a sua
forma de modo que ndo pode se ligar a enzima ou ndo formar o produto esperado. No entanto,
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se o0 nivel de pH mudar significativamente, a enzima e o substrato podem ser desnaturados.

Nesse caso, a enzima e o substrato ndo se reconhecem, entdo ndo havera reacao.

Tabela 2 - Temperatura e pH 6timos de B-glicosidases em diversos organismos.

Otima Especificidade Atividade
Organismo Temperatura pH Substrato* Especifica Referéncia
(°C) (U/mL) **
Arabidopsis N.I. 6,0 PNPG, AC 17 Kato-Noguchi et al.,
thaliana 2008
Aspergillus 60 6,0 PNPG, AC 103,5 Liuetal., 2012
funigatus
Aspergillus PNPG, C2, 31 Gao et al., 2014
niger XYP
Aureobasidium 75 4,5 PNPG, C2, 124 Leite et al., 2008
pullulans SAL, CMC,
TRH
Myceliophthora 60 4,5 PNPG, SAL 48 Silva et al., 2016
heterothallica
Oryzae sativa 40 4,5 PNPG, C2, C3, 100 Kuntothom et al.,
C4, C5 2009
Penicillium 55 55 PNPG, SAL 85 Copa-Patifio et al.,
oxalicum 1990
Penicillium 60 4,5 PNPG, SAL N.I. Almeida et al., 2015
verruculossum
Pichia pastoris 60 6,0 PNPG 101,7 Liu et al., 2012
Thermoascus 70 5,0 PNPG, C2, 86,7 Hong et al., 2007
aurantiacus Cdex
Thermomyces 95 5,0 C2, TRH, 9,65 Linetal., 1999
lanuginosus SOP, LAM,
GTB
Thermotoga 95 5,6 C2, THR, N.I. Park et al., 2005
neapolitana SOP, LAM,
GTB
Thermus 90 5,6 PNPG, C2 5358 Xiangyuan et al.,
nonproteolytics 2001
B-glicosidase 58 6,0 PNPG, SAL 171 Berrin et al., 2002
citosodlica
humana
Rhynchophorus 55 5,0 PNPG 25 Yapi et al., 2009
palmarum

Fonte: Dados da Pesquisa; referéncia na tabela.

Notas: *AC - Celulose Amorfa; C2 - celobiose; C3 - celotriose; C4 - celotetraose; C5 - celopentose; LAM -
laminarina; CMC - carboximetilcelulose; GTB - gentibiose; TRH - trealose; SAL - Salicina; PNPG - p-

nitrofenil-B-D-glicosideo; XYP - B-D-xilopiranose.
**Quantidade de enzima liberando 1 umol/min de produto pelo primeiro substrato listado.

3.3. Papéis Funcionais das B-Glicosidases Em Diferentes Organismos
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3.3.1. As B-glicosidases em Plantas

Segundo Morant (2008), as B-glicosidases em plantas estdo envolvidas em uma série
de processos do metabolismo e sdo mediadoras de processos como a formacéo da lignificacao
importante para a parede celular de plantas, degradacdo do endosperma da parede celular
durante a germinacéo, ativagdo de hormonios da planta, na cianogénese em defesa contra
estresse bidtico. Ou seja, a planta contém glicosideos que estdo na forma ndo-ativos e sdo
ativados pela a¢do da B-glicosidase e liberando-os como compostos toxicos (ZAGROBELNY
etal., 2004).

Em geral, esses glicosideos de defesa ficam armazenados em diferentes
compartimentos, como 0s vacuolos, e as [-glicosidases hidrolisam esses compostos
cianogénicos (Figura 4A). O catabolismo de um glicosideo cianogénico é iniciado pela
clivagem da fracdo carboidrato por uma ou mais B-glicosidases, produzindo a correspondente
a-hidroxinitrila, onde esse intermedidrio pode se decompor espontaneamente ou
enzimaticamente na presenga da enzima o-hidronitrila liase para produzir cianeto de
hidrogénio (HCN) e um aldeido/cetona (Figura 4B).

As B-glicosidases sdo altamente ativas com 0s cianogénicos linamarina e lotaustralina
que sdo encontrados em raizes de mandioca, feijdo, trevo branco e outros, onde ambos
substratos podem ser hidrolisados para formar glicose e o precursor do composto toxico de
HCN.

Figura 4 - (A) Distribuicéo do glicosideo cianogénico na célula. (B) Catabolismo do cianogénico em plantas.

A)

Parede Celular (B) Glicosideo Cianogénico

OH
HO °
HO. 0. CH,
oH %cHJ
c

t

. N
<
, Jit!
Vactiolo Ncleo Glicose o
B-glicosidase
OH
o._oH
\
. HO" “oH
> oH

Citoplasma

a-hidroxinitrila
HO.
\@%N
OH
a-hidroxinitrila liase
ou espontaneo
Cianeto de
N Hidrogénio .
- Beta-glicosidase na = Aldeido
parede celular H—C=N + ou

- Li i vacu
Linamarina no vactiolo Cetona

Fonte: Elaborado pelo autor.



26

3.3.2. As B-glicosidases em Microrganismos

Por mais que tenham sido realizados diversos estudos e experimentos com [3-
glicosidases de microrganismos, o foco principal das pesquisas é a sua aplicacdo direta para a
industria e em processos do que em sua funcdo endogena (SINGH et al., 2016). Dessas
funcdes, sabe-se a sua fungdo natural séo as envolvidas na bioconversdo para produzir glicose
(Figura 5) ou de ‘“quebrarem” a parede de celular de plantas para estabelecerem
relacionamento simbiotico ou patogénico (GILBERT et al., 2008). As B-glicosidases séo
enzimas funcionalmente importante para microrganismos de solo uma vez que contribuem
para a manutencdo solo as enzimas envolvidas na ciclagem de nutrientes tém sido sugeridas
por indicar mudangas ocorridas na microbiota e serem sensiveis a altera¢cdes na qualidade do
solo (TURNER et al., 2002).

O papel da B-glicosidase mais estudado tem sido de atividade de degradacdo da
celulose em degradar celobiose e celo-oligossacarideos, produzindo glicose durante a
bioconversdo (Figura 5). Esses substratos insollveis sdo produzidos pela agdo de outras
enzimas que compbe o sistema celulase - referente a endoglucanase (EC 3.2.1.4),
exoglucanase (EC 3.2.1.74) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21) - onde cada enzima dessa realiza
uma diferente funcdo na hidrolise total da celulose de forma sinérgica. A endoglucanase atua
aleatoriamente sobre a estrutura cristalina da celulose e cliva as cadeias da glicose, resultando
em fragOes de cadeias mais curtas que geram duas novas extremidades. Essas duas
extremidades ficam expostas e disponiveis para acdo da exoglucanase que libera a celobiose e
alguma quantidade de glicose. No ultimo passo, a B-glicosidase desempenha o papel de
degradacdo completa da celulose, quebrando a celobiose e celo-oligossacarideos em
moléculas de glicose. Vale salientar que este Gltimo passo é limitante para o complexo de
celulase uma vez que os substratos da B-glicosidase inibem o funcionamento de ambas

glucanases.
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Figura 5 - Mecanismo do complexo celulase.
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Fonte: Adaptado de Mathew (2008).

3.4. Aplicag0es das p-glicosidases

As B-glicosidases podem ser divididas em dois grupos de aplica¢cdes baseado na sua
atividade, as (1) B-glicosidases de clivagem e as (2) B-glicosidases que sintetizam ligacGes
glicosidicas e estdo envolvidas em vias bioldgicas de biossintese e degradacdo de
polissacarideos estruturais e de armazenamento, e interagdo hospedeiro-patdégeno (GILBERT
et al., 2008). A demanda de energias renovaveis estimulou fortemente as pesquisas para a
conversao da biomassa lignocelulosica e agucares redutores para posterior producao de etanol.
Embora elas tenham sido foco por causa das suas variaveis e possiveis aplicagoes, as B-
glicosidases para a conversdo efetiva da celulose ainda é insuficiente, uma vez que a celobiose

requer uma mudanca conformacional para que ocorra a catélise efetiva.
3.4.1. Papel da B-glicosidase na Conversdo da Biomassa

Com o advento da necessidade de energias alternativas, tem-se a rota de producéo de
bioetanol através da hidrolise enzimatica da biomassa. Onde a B-glicosidase tem sido a
enzima chave da hidrdlise completa da celulose devido a sua etapa ser limitante na eficiéncia
da hidrolise e a celobiose liberada media a inibigdo das exoglucanase e endoglucanase (SAINI
et al., 2015). Esse sistema de hidrdlise mais utilizado pela industria é o secretado pelo fungo
filamentoso Trichoderma reesei ¢ seus mutantes derivados, contudo a quantidade de [3-
glicosidase é insuficiente para a hidrélise completa que resulta em um acimulo de celobiose
durante a atividade da celulase (TIWARI et al., 2013).
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De maneira que para superar este problema, ocorre a preparacdo de celulase de T.
reesei com B-glicosidase exdgena de cepa de Penicillium. E reportado na literatura que a
suplementacdo do complexo Rut-C30 (Cepa de T. reesei com seis modificacdes genéticas)
com a B-glicosidase de P. decumbens apresentou um aumento de 80% no rendimento de
glicose durante a sacarificacdo de talho de milho pré-tratado (MA et al., 2011). Em outro
estudo, relataram uma cepa de levedura Clavispora NRRL Y-50464 que € capaz de utilizar a
celobiose como Unica fonte de carbono e produzir a atividade da enzima B-glicosidase para a
producdo do acUcar redutor e foi observado que também a levedura era tolerante aos
principais inibidores derivados do pre-tratamento da biomassa lignocelulésica como furfural,
HMF, portanto a produgdo de etanol foi de 23 g/L sem a adi¢ao de B-glicosidase exdgena
(KRISCH et al., 2010).

3.4.2. As B-glicosidases na vinificacdo e bebidas

Compostos volateis como Linalol, Geraniol, Nerol, Citronelol e o-terpeniol sdo
responsaveis pelo aroma de vinhos e as B-glicosidases desempenham um papel fundamental
na liberacdo enzimatica dos compostos. Esses monoterpendis de uvas citados estdo ligados a
diglicosideos que contribuem para o sabor do vinho. A hidrdlise enzimatica desses compostos
requer uma reacdo sequencial, que produz monoglicosideos. A adigdo de B-glicosidase
exogena tolerante a glicose isolada de fungos, como Aspergillus oryzae, mostrou melhorar a
hidrélise de compostos aromaticos glicoconjugados e melhorar a qualidade do vinho (RIOU
et al., 1998).

Ravanal e colaboradores (2012) utilizaram da B-glicosidase em conjunto com
arabinofuranosidase, ambas de Penicillium purpurogenum, e estas enzimas toleram o pH
acido e concentracBes de etandis tipicas de vinhos e houve a liberacdo de terpenos

melhorando a qualidade do vinho.
3.4.3. As B-glicosidases na extracédo e biotransformacdo de compostos bioativos de plantas

Ginsenosideos sdo importantes compostos ativos presentes em jinsém que tem
diversas propriedades medicinais e farmacéuticas, como atividade anticancer,
antienvelhecimento, antialérgicos e contra fadiga (LEE et al., 2013). Esse composto na
natureza é altamente glicosilado e, em particular, esses compostos deglicosilados tem mais
propriedades medicinais do que glicosilados (KIM et al., 2005).

Gao e colaboradores realizaram a producédo de ginsenosideos pela hidrélise enzimatica
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de um residuo especifico da estrutura do composto usando B-glicosidase de P. oxalicum sob
condi¢des de reagdes (pH 4,5, 55 °C e 0,25 U/mL de B-glicosidase) onde cerca de 75 mg de
ginsenosideos deglicosilado foi obtido dentro de 60 min a partir de 100 mg de ginsenosideos.
As B-glicosidases das cepas de Penicillium também tém sido utilizadas na extracdo de
flavondides. Fora reportado por Chen (2013) que uma preparacdo comercial de celulose
contendo B-glicosidase produzida por P. decumbens facilitam a degradacdo da parede celular
e também colaboram na extracdo de compostos flavondides como quercetina, kaempferol e
isohamnetina. Também de acordo com os autores do estudo, transglicosilacdo das agliconas
flavonol em glicosideos flavonol realizada pela B-glicosidase de P. decumbens aumentaram a
solubilidade em extratores de flavonoides como &gua e/ou etanol e consequentemente

melhorou a eficiéncia com a enzima do que com a comparada sem o envolvimento da enzima.
3.4.4. As B-glicosidases aplicadas a alimentos

Alimentos a base de isoflavonas estdo principalmente na forma inativa de glicosideos
que podem ser hidrolisados pela aplicagdo da B-glicosidase para converté-los em aglicona.
Essas formas agliconas das isoflavonas exibem maior atividade bioldgica do que a forma
glicosidica e também sdo absorvidos mais rapidamente em quantidades maiores durante a
digestdo. As isoflavonas sdo encontradas em alimentos a base de soja e exibem propriedades
Uteis para tratamento e prevencdo de doencas, como cardiovasculares e osteoporose, cancer de
prostata e cancer de mama, atividade estrogénica e antioxidante (HATI, 2015; LEVIS, 2010;
RIMBACH, 2008; LIGGINS, 2000).

Na industria alimenticia, as B-glicosidases tem potencial para serem usadas para a
detoxificacdo da mandioca. A mandioca Manihot esculenta é uma planta rica em carboidrato
que cresce em diversos lugares do mundo e serve como alimento basico para mais de 500
milhdes de pessoas no mundo. Contudo, o consumo direto da mandioca crua pode ser
prejudicial a saude humana devido a presenca dos compostos glicosideos cianogénico
linamarina e lotaustalina (VASCONCELOS et al., 1990). Para isto, naturalmente a mandioca
é detoxificada pela acdo de linamarase e B-glicosidases exdgena de microorganismos que
aumentar a hidrolise dos compostos glicosideos cianogénico de forma que se torne totalmente
Otima para o consumo deste alimento (UGWUANY I, 2007; MADUAGWU, 1983).

3.4.5. Outras Aplicagdes das B-glicosidases

As PB-glicosidases sdo conhecidas por terem também atividade sintética, nomeada
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transglicosilacdo e hidrdlise reversa que resultam na sintese de oligossacarideos e aril e alquil-
B-D-glicosideos com variedade gama de aplicagdes. Sintese de oligossacarideos por B-
glicosidases é preferivel do que glicosil transferases por causa da sua alta regio e estéreo-
seletividade. Além disso, a sintese desses compostos ndo necessita da presenca de agucar
nucleotideo como no caso de glicosil transferases. Onde esses oligossacarideos podem ser
utilizados como agentes terapéuticos, ferramentas de diagndsticos, agentes promotores de
crescimento (BANKOVA et al., 2006).

Alquil-glicosideos sdo outros compostos com uma gama de aplicacfes uma vez que
sdo tensoativos ndo ibnicos com alta biodegradabilidade e possuem propriedades
antimicrobianas, com potencial aplicacdo na industria farmacéutica, quimica, cosmética,
alimenticia e outras. As amplas implicacdes funcionais e aplicagdes industriais da -
glicosidase evidenciam um alvo promissor para o0 estudo relacionado a sua maior producéo,

novas enzimas e maior estabilidade.
3.5. Cianobactérias

Cianobactérias sdo componentes naturais do fitoplancton, encontradas em ambientes
marinhos e de adgua doce, ¢ sdo comumente chamadas de “algas azuis”, embora de forma
errdnea segundo alguns autores devido a auséncia de membranas que circundam as suas
estruturas internas e ndcleo, diferentemente das algas que sdo todas eucaridticas. Esses
microrganismos sdo conhecidos por utilizarem fotossintese para obter energia necessaria para
sua sobrevivéncia e reproducéo.

As cianobactérias foram organismos pioneiros, tendo sido registrado ha mais de 3,8
bilhdes de anos a partir de microfésseis semelhantes aos de cianobactérias atuais
(KULASOORIYA et al., 2012). Tendo desempenhado papel determinante na evolucdo da
atmosfera oxidante do nosso planeta (OLSEN et al., 2006). Os cloroplastos de algas
eucaridticas e plantas originaram-se de endossimbiontes com relagcdes com cianobactérias e
este evento na evolugdo inicial estimulou o surgimento da flora tolerante ao oxigénio, além
disso de fauna capaz da respiracao aerdbica. (RAVEN, 2003; MARTIN, 1999).

Inicialmente as cianobactérias foram classificadas segundos padrées botanicos. Com a
descoberta das caracteristicas procaridticas desses organismos, foram caracterizados como
organismos autotroficos fotossintetizantes e procariéticas pertencentes ao dominio Bacteria a
partir de estudos bioquimicos, moleculares, estruturais (STANIER et al., 1978). Segundo
Kenneth (2006) as cianobactérias sdo um grupo de bactérias fotossintéticas evolutivamente
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otimizada para condi¢fes ambientais de baixo oxigénio, algumas espécies sdo de nitrogénio e
vivem livremente em relacBes simbioticas com plantas ou fungos em ampla variedade de
solos imidos ou em agua.

As adaptacdes das cianobactérias permitem que colonizem uma grande variedade de
habitats que incluem o fitoplancton suspenso na &gua de lagos e oceanos, associadas a
superficies de sedimentos, rochas, plantas e em habitats territoriais como o préprio solo.
Embora a sua alta variedade de ambientes, o seu crescimento € limitado a pH entre 4-5. Em
alguns habitats extremos como fonte termais, as cianobactérias crescem a temperaturas de 70
°C (CASTENOLZ et al., 1996).

As cianobactérias sdo variadas e diversificadas no Dominio Bacteria apresentando essa
variabilidade de acordo com a sua morfologia de espécies unicelulares e coloniais até formas
filamentosas. Entre as suas caracteristicas predominantes estdo as suas fisiologicas e
estruturas, destacando-se a eficiéncia da captacdo de carbono e nutrientes, capacidade da
realizacdo de fotossintese oxigenada, fixacdo de nitrogénio atmosférico. A fixacdo do
nitrogénio pode ser realizada em células especializadas conhecidas como heterocistos. Na
auséncia do oxigénio, ha a captacao do nitrogénio e atividade da enzima nitrogenase, enzima
esta que reduz o dinitrogénio atmosférico a amonia. Os aerdtopos sdo vacuolos gasosos que
contribuem na flutuacdo e na mobilidade aquatica vertical. Assim, permitindo a exploracéo de
recursos nutricionais depositados nas camadas mais profundas de corpos d’agua. Em funcao
da presenca da parede celular, as cianobactérias sdo consideradas bactérias gram-negativas.
Contudo, seu envoltorio é consideravelmente mais espesso e gelatinoso que em certas
espécies. Variacdo podendo atingir até 1000 nm de espessura (HOICZYK et al., 2000). Sua
estrutura é complexa constituida de uma bicamada lipidica externa com carotendides, do
saculo de mureina constituido de peptidoglicanos, de um espaco periplasméatico e
externamente a parede celular muitos grupos secretam exopolissacarideos que formam uma
mucilagem parcialmente hidrossoluvel (DIGNUM, 2005; DREWS, 1982). Sua funcdo oferece
protecdo contra a predacdo por protozoarios, dessecamento e contra agentes bacterianos
(antibidticos, fagos, anticorpos, surfactantes). Ademais, 0s exopolissacarideos exercem
atividade aderente em regides sélidas, captam elementos essenciais como ferro e célcio.

Nos ultimos anos, devido a diversas informacGes a respeito das cianobactérias, 0s
sistemas de classificagcdes tém sido modificados, buscando em reunir estudos da morfologia,
ecologia, bioquimica, estruturas em um sistema polifasico descrito por Hoffman e

colaboradores, baseado em semelhanca genética, caracteristicas morfologicas e reagrupa as
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ordens e familias em subclasses (tabela 3).

Hoje em dia, as cianobactérias sdo de preocupacdo publica e cientifica pela sua
habilidade de se replicar desenfreadamente sob certas condi¢Ges nutricionais, de luz,
temperatura e outros parametros e sdo mais conhecidas por suas floragbes potencialmente
toxicas, causando problemas para o tratamento da agua e sendo de potencial risco a salde
humana. Uma quantidade elevada na quantidade de nutrientes na dgua leva a alteragdes em
todo o ecossistema, favorecendo a multiplicacdo excessiva de cianobactérias que
consequentemente formam um acumulo de células na superficie da dgua aparente como uma
camada verde. Esse processo é referido como eutrofizagdo. (NIENABER e STEINITZ-
KANNAN, 2018).

Tabela 3 - Sistema de classificacdo de Hoffmann.

Classificacéo Polifasica

SUBCLASSE GLOEOBACTEROPHYCIDAE nom. prov. - Cocdides sem tilacoides

Ordem GLOEOBACTERALES - 1 familia
Fotossintese ocorre no citoplasma

SUBCLASSE SYNECHOCOCCOPHYCIDAE nom. prov. Tilacoides paralelos a superficie
celular.

Ordem SYNECHOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 4 familias.

Ordem PSEUDANABAENALES - Organismos filamentosos estreitos. 2 familias

SUBCLASSE OSCILLATORIOPHYCIDADE nom. prov. Tilacoides radiais.
Ordem CHROOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 11 familias.
Ordem OSCILLATORIALES- Organismos filamentosos grandes. 5 familias.

SUBCLASSE NOSTOCOPHYCIDAE nom. prov. - Filamentos heterocitadas, arranjo irregular
dos tilacoides.
Ordem NOSTOCALES - 10 familias

Fonte: Adaptado de Hoffmann.

Durante este crescimento, algumas cianobactérias produzem compostos toxicos
(cianotoxinas) que comprometem a qualidade dos recursos hidricos. As cianotoxinas séo
produtos do metabolismo secundario das cianobactérias e estas podem ser classificadas de
acordo com seu mecanismo de acdo em: (1) hepatotoxicas, que sdo as microcistinas e
nodularinas; (2) neurotdxicas, representadas pelas anatoxinas, homoanatoxina e saxitoxinas;
(3) citotoxicas, a cilindrospermopsina e (4) as dermatdxicas, como lingbiatoxina (BERRY,
2010; CHRISTOFFERSEN, 2000 CHORUS, 1998).

3.5.1. Microcystis aeruginosa e -glicosidases

O género Microcystis € uma das cianobactérias de agua doce formadoras de florag6es

mais comuns no ecossistema e recebe grande atencdo das pesquisas pela sua ampla
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distribuicdo geografica e a frequente producdo de toxinas. Atualmente, este € um dos géneros
gue apresenta muitas espécies toxicas, de forma cosmopolita, colonial e abrange 25 espécies
tipicamente plancténicas (KOMAREK et al., 2014). As principais caracteristicas
morfoldgicas do género sdo colbnias formadas por células arredondadas cocoides com
presenca de aer6topos, arranjadas irregularmente em envelope mucilaginoso (KOMAREK,
2005).

As B-glicosidases de cianobactérias e do género Microcystis sdo majoritariamente
pertencentes a familia 3 das glicosil hidrolases e estéo localizadas no citoplasma (KETTLER,
2007; KANEKO et al., 1996). As B-glicosidases e B-N-acetilglucosaminidase sdo enzimas
reportadas na literatura por estarem envolvidas na reciclagem da parede celular. As
cianobactérias apresentam-se como potenciais produtoras de glicosidases, porém a sua
abordagem e mecanismo ainda séo poucos explorados assim como de inibidores para o- ¢ -
glicosidases para o desenvolvimento de farmacos, uma vez que glicosidases estdo envolvidas
em processos bioldgicos e patoldgicos, sdo utilizados na terapia de doengas como diabetes,
doencas de Gaucher, obesidades e outros (PASTORES, 2018).

Os compostos naturais que apresentam potencial de inibicdo para alfa e beta-
glicosidase pertencem as classes estruturais dos dissacarideos (kojibiose, nigerose, inibidores
de alfa-D-glucosidase | e alfa-D-glucosidase I1), iminoacucares (alcaldides polihidroxilados e
nojirimicina), tioaglUcares (salacinol) e derivados n&o-glicosidicos (N-p-cumaroil-
Nferuloilputrescina e N-N —diferuloilputrescina) (MELO et al., 2006).

Portanto, este estudo buscou elucidar, caracterizar estruturas (in silico) e
biogquimicamente (in vitro) B-glicosidases da cianobactéria Microcystis aeruginosa CACIAM
03, para um melhor entendimento das suas funcdes bioldgicas e de sua possivel aplicacdo

biotecnoldgica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Busca das Sequéncias Codificantes

Os dados de sequenciamento e anotacdo automatica do metagenoma da cianobactéria
Microcystis aeruginosa CACIAMO3 a serem utilizadas em nosso trabalho foram cedidos pelo
Laboratério de Tecnologia Biomolecular (LTB), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Para.

O metagenoma utilizado fora analisado pela ferramenta BLASTp disponivel no Centro
Nacional de Informac6es sobre Biotecnologia (NCBI) com o objetivo de identificar provaveis
sequéncias codificantes de [-glicosidase no decorrer de toda a sequéncia do DNA

metagendmico e obter as sequéncias de aminoacidos codificadas.
4.2. Analises in silico da Estrutura Primaria

A andlise das sequéncias codificantes da proteina foi realizada usando as ferramentas
SMART (LETUNIC, 2017) e CDD disponivel no NCBI para determinacdo dos dominios
conservados, motivos, sitios cataliticos e ativos na sequéncia de interesse. As caracteristicas
bioquimicas adicionais foram obtidas através da ferramenta gratuita PredictProtein, como, por
exemplo, motivos proteicos; regides de baixa complexidade; predi¢cdo de estrutura secundaria;
acessibilidade ao solvente; hélices transmembrana; pontes dissulfeto; e anota¢des funcionais,
localizagdo subcelular. (MARCHLER-BAUER, 2011; MARCHLER-BAUER, 2009;
MARCHLER-BAUER, 2004; ROST, 2004).

4.3. Alinhamento das Sequéncias e Identificacdo do Motivo Conservado

Sequéncias homologas de B-glicosidase de Microcystis e outros microrganismos € 0s
graus de identidade foram identificados através do BLASTp (proteina) no NCBI. O BioEdit
fora utilizado para editar as sequéncias obtidas e alinhar pelo método da ferramenta ClustalW
e identificado no ENDscript (HALL, 1999; CORPET, 1988).

4.4. Localizacéo Subcelular

A localizacéo subcelular foi prevista a partir das ferramentas PSORTb v3.0 e Predict
Protein onde se conhecer a localizagdo da proteina é particularmente importante para a
anotacgdo funcional das proteinas, esses métodos preveem a localizagdo das proteinas através

do reconhecimento de peptideos sinais localizados na regido N-terminal da sequéncia
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proteica.
4.5. Caracterizacao Fisico-Quimica

Para a determinacdo dos parametros fisico-quimicos das proteinas identificadas, foi
utilizada a ferramenta gratuita ProtParam. O ProtParam é uma ferramenta que permite o
calculo de varios parametros fisico-quimicos de proteinas que podem ser deduzidos através da
anélise da sequéncia, sem necessidade de informag@es adicionais. Os parametros calculados
pelo ProtParam incluem: massa molecular; ponto isoelétrico (pl) tedrico; composicdo de
aminoécidos; composicdo atdbmica; coeficiente de extin¢do; meia- vida estimada; indice de
instabilidade; indice alifatico; e grande média de hidropaticidade (GASTEIGER et al., 2005).

4.6. Analise in silico da Estrutura Secundaria

Para a analise ¢ determinagdo a-hélices, folhas-f3, loops e afins, os servidores GOR 1V,
SopMA e CFSSP foram utilizados, estes softwares utilizam metodologias e algoritmos
diferentes para prever o padrdo da estrutura. Os softwares testados funcionam fornecendo
estimativas de probabilidades para trés estruturas secundarias em uma determinada posic¢ao do
residuo, e tem a vantagem sobre o vizinho mais préximo e métodos baseados em rede neural
pela identificacdo do que é considerado e parametros negligenciados para previsdo
(GARNIER et al., 1996).

O ENDsript foi utilizado neste estudo para o alinhamento e comparagao das estruturas
primérias e secundarias entre as sequéncias de interesse e 0os modelos do Protein Data Bank
(PDB), com a finalidade de identificacdo de similaridades estruturais e residuos conservados.
O ENDscript é uma ferramenta gratuita que analisa sequéncias de aminoacidos, gerando
diversos resultados, que incluem estrutura secundaria e terciaria das proteinas de interesse de
forma répida e pratica (GOUET; COUCELLE, 2003).

4.7. Modelagem Molecular por Homologia Comparativa

As estruturas tridimensionais das proteinas foram modeladas usando o Modeller 10.2
(WEBB et al., 2016). A qualidade dos modelos gerados foi avaliada com PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993) por Ramachandran plot analysis. A qualidade estereoquimica e a
precisdo dos modelos selecionados foram melhoradas submetendo-os & minimizacdo de
energia com o conjunto de parametros GROMOS11, implementacdo do Swiss-PDB Viewer
(KAPLAN et al., 2001).
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A validagdo dos modelos gerados foi posteriormente realizada pelos programas
VERIFY 3D (EISENBERG et al., 1997) e ERRAT (COLOVOS et al., 1997). ProSA (SIPPL
et al., 1993) foi usado para a analise de Zscores e graficos de energia. As estruturas
tridimensionais das proteinas modeladas foram analisadas usando o visualizador UCSF
Chimera. Os valores do Desvio Quadrado Médio da Raiz (RMSD) foram calculados entre o
conjunto de alvos e a proteina modelo para ver o quanto a proteina modelada se desvia da

estrutura da proteina modelo.
4.8. Analise Filogenética

A érvore filogenética foi gerada utilizando o método de construir a arvore pelo
neighbor-joining (NJ) e 0 maximo parcimonioso usando o conjunto do MEGAX (GUINDON,
et al., 2009). A metodologia adotada para a construcdo da arvore filogenética fora de se obter
as CDs do trabalho ¢ sequéncias codificantes das familias de B-glicosidases dos mais diversos
organismos ja caracterizados e depositados no CAZy, realizar o alinhamento multiplo das
sequéncias com o Clustal Omega e para determinar a confiabilidade dos alinhamentos,
calculou-se a distancia média geral com o método de bootstrap com 1000 ciclos, aceitando os
alinhamentos com valores <0.7 (THOMPSON; PLEWNIAK; POCH, 1999).

4.9. Cultivo Das Cianobactérias

A linhagem de Microcystis aeruginosa utilizada neste trabalho é pertencente a
Colecdo Amazénica de Cianobactérias e Microalgas (CACIAM), com uma replicata em
cultivo no Laboratorio de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformacdes (LaBEB), no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard. O microrganismo foi
cultivado em meio BG-11 a 25 °C e submetidos a um ciclo de luz de 12/12 h. A cianobactéria
foi inoculada inicialmente em Erlenmeyers de 250 mL com um volume de 100 mL de meio
BG-11. Posteriormente, ao atingirem a absorbancia inicial de 0,100 (DO750), foram

inoculadas (100 mL) em Erlenmeyers com 1 L de meio BG-11 e cultivadas por 45 dias.
4.10. Extragdo para Obtencéo do Extrato Enzimético

Para a extracdo, os métodos descritos por Lubberding e Zimmer (1983), Santos e
Oliveira (2011) e Karageorgou e Sainis (2020) foram aplicados com modificacdes. As células
cultivadas da cianobactéria foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min a 4°C e, ap0s este

processo, foram ressuspendidas com tampdo Tris-HCI 100 mM pH 7,0 com Inibidor de
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Protease nas mesmas condicdes propostas.

O sobrenadante foi descartado e o pellet submetido ao sonicador ultrassénico para lise
completa das células em 5 ciclos de 10 segundos com 60 % de poténcia. A centrifugacao foi
novamente aplicada a 10.000 g por 10 min a 4 °C, ao fim o sobrenadante fora coletado,
aliquotado e submetido a proxima etapa.

4.11. Quantificacdo da Atividade B-glicosidase

A atividade da B-glicosidase fora determinada de acordo com a hidrdlise do substrato
p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNPG) usando como a taxa de acumulacdo de produto de
reacao colorido utilizando 125 pL de extrato enzimatico, 125 pL de solugcdo pNPG a 20 mM e
250 pL de solug@o tampao citrato fosfato a 100 mM pH 5. Incubou-se a mistura a 35 °C por
15 minutos e foi usado 500 pL de solu¢do de carbonato de sodio 0,2 M para paralisar a
reacdo. A estimativa da atividade enzimatica foi realizada em espectrofotometro a 400 nm.
(GROVER, A. K.; MACMURCHIE; CUSHLEY,1977; GROVER, ASHOK K; CUSHLEY,
1977).

A atividade enzimatica de B-glicosidase fora calculada a partir da seguinte formula:

o o §] [(Abs teste) — (Abs controle) = Vt * fd
Atividade enzimatica (—) = *
mL extx*Vs

1000

Onde,

Atividade é dada em U/mL

Abste = leitura da absorbancia para o testado em 400 nm

ADbScontrole = leitura da absorbancia para um controle sem reacdo a 400 nm

Vt = Volume total (mL)

Vs = Volume de reagdo (mL)

¢ = Coeficiente de extingdo milimolar do pNPG nas condi¢cdes do ensaio (18,1
sz.umol'1

fd = Fator de diluicéo
4.12. Caracterizacao da p-glicosidase

O perfil de pH para a MaBgI3 foi construido determinando atividade frente ao PNPG a
35 °C a 30 minutos, com o0s seguintes tampdes: tampdo citrato 100 mM (pH 3,0-6,0), tampé&o
fosfato 100 mM (pH 6,0-8,0) e tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 8,0-9,0) com variacdo de 0,05
para cada ponto. O efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase foi analisada medindo
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a atividade enzimatica em temperaturas de 20 a 50 °C em tampao citrato 100 mM (pH 5,0).
Para a quantificacdo de proteina utilizaremos o método de quantificacdo colorimétrica de
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando como padrdo uma solugdo de 1 mg/mL de (BSA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sequéncia de Aminoacidos de p-Glicosidase

Por meio de sequéncia consensus de P-glicosidases e utilizando a ferramenta de
pesquisa de alinhamento basico local (BLAST), encontrou-se a sequéncia de cDNA que
codifica para pB-glicosidase CACIAM 03, daqui em diante designada como MaBgl3
(Microcystis aeruginosa Beta-glicosidase 03). A tradugdo para aminodcidos estd anotada no
NCBI como OCY13127.1 com 1578 pb codificando uma proteina de 526 aminoacidos de
comprimento e com peso molecular um pouco mais de 57 kDa (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacédo da sequéncia MaBgl3 frente a outras sequéncias de [3-

glicosidases de varias Microcystis spp.

- Tamanho Peso Identidade NUmero de
Descricédo P Molecular
(aminoacido) (Da) (%) Acesso

B-glicosidase (Microcystis aeruginosa) * 526 57.249,31 100 OCY13127.1
B-glicosidase (Microcystis viridis) 526 57.437,39 97,72 WP_125731855
B-glicosidase GH3 (Microcystis aeruginosa) 526 57.415,52 98,10 WP_159250140.1
B-glicosidase (Microcystis sp. 0824) 526 57.283,36 98,10 WP_108937562.1
B-glicosidase (Microcystis sp. LEGE 00066) 512 55.728,42 98,24 WP_051048499.1
B-glicosidase (Microcystis wesenbergii) 512 55.750,53 97,85 WP_199319088.1
B-glicosidase GH3 (Microcystis viridis) 512 55.726,43 97,85 WP_069475087.1
B-glicosidase (Microcystis flos-aquae) 512 55.866,66 97,27 WP_199328767.1

Fonte: Elaborada no BLASTp pelo autor.
Nota: *pertencente a este trabalho

A partir da sequéncia codificante, submetemos a analise no CDD e SMART para se
encontrar dominios, motivos e a identidade da proteina. Fora possivel identificar a presenca
dominio N-terminal (Ser’-Ala**, 331 aminoécidos) e dominio C-terminal (Thr*®-GIu®*, 127
aminoécidos) com E-value de 1,78¢™®. Onde quanto mais baixo o E-value, mais significativo
¢ a sequéncia correspondente estudada. Ademais, no SMART confirmou a proteina ser
pertencente da familia 3 das glicosil hidrolases (GH3). A partir daqui em diante a proteina foi
designada MaBgl3 (Microcystis aeruginosa beta-glicosidase GH3).

A proteina MaBgI3 fora identificada como B-glicosidase apds o alinhamento por
BLASTp e a maior homologia foi com encontrada com f-glicosidase isolada da cepa de
Microcystis sp. LEGE00066 com 98,24 % de identidade. Esses achados aliados ao alto grau
de identidade, confirmam ainda mais a identidade da proteina. Interessantemente ainda foi
encontrada uma alta porcentagem de identidade com outra enzima da mesma familia, a N-

acetil-B-glucosaminidase e similaridade com subfamilia da familia das glicosil hidrolases 3.
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As anédlises do PREDICT PROTEIN reportaram que a MaBgl3 est4 envolvida em
inimeros processos bioldgicos com um indice de confianca igual a 50% (Tabela 5). Ademais
¢ apontada como sendo um componente do citoplasma, a localizacdo celular prevé que a
proteina esteja localizada no citoplasma com 100% de confianca e é corroborada a predicédo
com a ferramenta PSORTb que prediz como citoplasmatica.

Tabela 5 - Resultado do PredicProtein sobre anotacéo de funcéo.

Processo Biol6gico

Cod. Gen. Ontologia Descricéo Confianca (%)
0009254 Turnover de peptidoglicano 51
0005975 Processo Metabdlico de Carboidratos 51
0009252 Processo sintético de peptidoglicano 51
0071555 Diviséo celular 51
0008360 Regulacédo da forma celular 51
0071555 Organizacdo da parede celular 51
0007049 Ciclo de célula 51
0051128 Regulacéo da organizagdo dos comp. 51

celulares
Funcdo Molecular
0016231 Atividade N-acetil-B-glucosaminidase 50
0080082 Atividade B-glicosidase 50
Localizacéo Celular
Citoplasma 72

Fonte: PredictProtein
Este resultado torna-se interessante quanto a funcdo desta enzima em cianobactéria
estar exercendo atividade bifuncional, para hidrolise de glicosideos e de acetilglicosaminas,
uma vez que outras enzimas da familia GH3 foram caracterizadas como mais de uma
atividade. Lee e colaboradores em 2003, caracterizaram uma enzima bifuncional com
atividade a-arabinofuronidase ¢ B-xilosidase. Mayer (2006) em que é elucidada uma enzima
bifuncional com fungao de B-glicosidase e N-acetilglucosaminidase. Este resultado representa

uma ligacdo evolutiva de conservacdo de motivos e outras regides conservadas da enzima.
5.2. Alinhamento da Sequéncia e Identificacdo dos Motivos

As sequéncias aqui analisadas foram obtidas por BLASTp frente ao banco de dados de
proteinas referentes, uma vez que as estruturas representativas estdo caracterizadas e
elucidadas quanto a sua familia e mecanismo de catalise. O alinhamento das sequéncias
multiplas se tornou fundamental para a predi¢do do modelo tridimensional e identificacdo das
regides conservadas. A sequéncia baseada na estrutura (Figura 6) fora feita com ortélogos

mencionados j& bem estudados da familia GH3 e revelaram importantes residuos cataliticos
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conservados para N-acetilglucosaminidase e [-glicosidase. As sequéncias de acordo com
propriedades fisicas possuem similaridades maiores do que 70% sdo mostradas em vermelhas,

0s residuos Asp*® e His®®*

sdo conservados no motivo consenso [K-H-F-P-G-(H/L)-G-X,4-D-
(S/T)-H], como diade catalitica His-Asp (catalisador acido/base) e o Asp®’® como catalisador
nucleofilico completamente conservado na familia dessas enzimas e unicamente da familia
GH3 (DUCATTI, 2016; MACDONALD, 2015).

Durante os experimentos com a B-glicosidase de A. wentii, Legler (1974) identificou
uma sequéncia conservada para o residuo nucleofilico aspartato entre os membros da familia
GH3 o motivo VMSDW. Na figura 6, vemos uma significancia altera¢do para B-glicosidases
de cianobactérias, o0 motivo encontrado foi IVTDA diferentemente do reportado para fungos
VMSDW (Cdédigo PDB: 5FJI, 5NBS e 5JU6), uma vez que esse motivo é apenas encontrado
em B-glicosidases, pode ser especulado que houve evolucdo dessa enzima com caracteristicas
novas a serem exploradas, com seus residuos principais conservados. Ndo fora encontrado o
residuo glutamato &cido/base usualmente encontrando na regido C-terminal de B-glicosidases

Foram utilizadas as sequéncias de B-glicosidase de Microcystis aeruginosa NIES-298
(NCBI ID: QHU85034.1), Rasamsonia emersonii (Codigo PDB: 5ju6), Aspergillus fumigatus
(Cdédigo PDB: 5fji), Neuroposa crassa OR74A (Codigo PDB: 5nbs), Synechococcus sp. PCC
7002 (Cddigo PDB: 3sql) e N-acetilglucosaminidase Synechococcus sp. PCC 7002 (Codigo
PDB: 3sgm) e Paenibacillaceae sp. FPU-7 (Codigo PDB: 6k5j). O alinhamento destas
sequéncias abaixo fora feito segundo o ESPript 3.0 com 70% de similaridade e estruturas

marcadas (Figuras 6):
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Figura 6 - Multiplo alinhamento sequéncias de B-glicosidases da familia GH3. *MaBgI3 do estudo.
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5.3. Localizagdo da Sequéncia Proteica

Na previsdo da localizacdo da MaBgl3 pode-se concluir que os valores obtidos no
PSORTb e DeepLoc 1.0 de 0.926 e 0.4663, respectivamente, sugerem que a maior
probabilidade de a proteina estar presente predominantemente no citoplasma das
cianobactérias € é uma enzima intracelular (Tabela 6). Esse posicionamento oferece e
corrobora uma hipotese sobre a fungdo da MaBgl3 na M. aeruginosa CACIAM 03.

Tabela 6 - Localizacdo Subcelular da MaBgl3 nas ferramentas (A) PSORTb v3.0 e
(B) DeepLoc 1.0.

(A)
Localizacao Probabilidade (%)
Citoplasma 92,6
Periplasma 4,8
Membrana celular 2,4
Membrana externa 0,1
Extracelular 0,1
(B)
Localizacéo Probabilidade (%) Tipo
Citoplasma 46,63 Soluvel
Peroxissomo 37,29
Mitocondria 6,63
Reticulo Endoplasmatico 3,316
Extracelular 1,59

Fonte: Elaborada pelo autor.

Saloheimo e colaboradores (2002) demonstraram in vitro que a [-glicosidase
intracelular de T. reesei esteja envolvida na formacdo do indutor soforose a partir da
transglicosilacdo da celobiose. Uma vez que membros da familia GH3 possam estar no meio
extracelular, periplasmético ou citoplasmatico e participam da assimilacdo de celobiose e
celodextrinas (FAURE et al., 2002) e B-1,3-glicosideos (ZVERLOV et al., 1997). A
contribuicdo para a hipétese € dificil de demonstrar a presenca de varias enzimas exibindo
atividade semelhante no mesmo organismo, onde os testes em bancadas com a variedade de

substratos podem responder a hipotese.
5.4. Caracterizacdo Fisico-Quimica

Os parametros fisico-quimicos de ponto isoelétrico tedrico (pl), massa molecular
(MW), coeficientes de extin¢do, indice de instabilidade (l1), indice alifatico (1A) e indice de
hidropaticidade (GRAVY). Estes dados de caracterizacdo da cadeia polipeptidica podem

fornecer dados importantes sobre a estrutura e propriedade desta proteina. A analise
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computacional mostrou que a proteina MaBgl3 tem massa molecular de 57,24 kDa e é uma
proteina acida (pl 5,01). O que estd de acordo com outros estudos de caracterizagdo de -
glicosidases de diversos organismos aqui apresentado. O indice de instabilidade fornece a
estimativa para a estabilidade metabdlica de proteinas in vivo (GAMAGE et al., 2019). Este
indice é baseado em uma escala de estabilidade em que valores inferiores a 40 podem ser
considerados como uma proteina estavel, enquanto valores superiores a 40 preveem uma
proteina que pode ser instavel.

Com base nessa analise a MaBgl3 poderia ser considerada instavel pois o indice de
instabilidade mostrou um valor de 41,25 (>40). Este resultado se torna interessante para este
trabalho, uma vez que a separacdo de uma proteina instavel é um desafio, especialmente para
a purificacdo da enzima em que uso de técnicas convencionais de cromatografia € dificil e
pode resultar na perda completa da atividade bioldgica da proteina alvo. Portanto, é necessario
a busca de metodologias e estratégias que possam ajudar a manter as proteinas instaveis em
sua conformacdo nativa durante os procedimentos de purificagdo. O valor GRAVY ¢
calculado como a soma dos valores de hidropatia de todos os residuos dividido pelo numero
total de aminoacidos na sequéncia. Com o valor de GRAVY para MaBgl3 sendo negativo de -
0.004 sugere que ha uma baixissima possibilidade de interacdes aquosas. O indice alifatico,
por sua vez, descreve o volume relativo de uma proteina ocupado por suas cadeias laterais
alifaticas no espago, onde quanto maior o valor, mais termicamente estavel a proteina é
prevista. O valor do indice alifatico de MaBgI3 foi de 101,73 e sugerem a estabilidade térmica
da enzima. Para complementar este dado o servidor Dianna revelou a existéncia de uma
interagdo cistina entre os residuos Cys**’-Cys', a existéncia dessa ligacdo dissulfeto na
estrutura da MaBgl3 pode proporcionar maior estabilidade a proteina corroborando com o

resultado obtido para estabilidade térmica.
5.5. Analise da Estrutura Secundaria

As estruturas secundarias previstas pelos servidores GOR 1V, SopMA e CFSSP
(Tabela 7), mostraram a predominancia de a-hélices 39,37 - 42,78%, seguida de folha-p 11,6-
14,45% e de alc¢as 39,15-45,82%. Os dois elementos estruturais secundarios mais comuns sdo
as o-hélices e folhas-B mantidas por liga¢cdes de hidrogénio, e também ha a ocorréncia de
estruturas consideradas desordenadas como voltas, alcas, loops dentre outras que estdo
presentes na cadeia polipeptidica (LINDING et al., 2003).

Ademais fora utilizado o método altamente preciso do PSIPRED sendo um resultado
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com um bom grau de confiabilidade mostrado na figura 8 sendo analisado cuidadosamente
sob a predicdo da MaBgl3. Foi observado que, por mais que utilizem abordagens diferentes
para prever o padrdo da estrutura secundaria, que em todos 0s casos houve a predominancia
de alcas como elementos estruturais.

Tabela 7 - Anélise da estrutura secundaria da enzima MaBgl3 usando diferentes

servidores.
a-Hélices Folha-p Alcas
Softwares N° de Porcentagem N° de Porcentagem N° de Porcentagem
residuos (%) residuos (%) residuos (%)

GOR IV 209 39,37 76 14,45 241 45,82
SopMA 225 42,78 69 13,12 206 39,16
CFESSP 221 42 61 11,6 228 43,34

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 7 podemos observar em azul o grau de confianga, em rosa as a-hélices (H),

em amarelo as folhas-p (E):

Figura 7 - Resultado do PSIPRED para a estrutura secundaria da MaBgl3. (Continua)
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Figura 7 - Resultado do PSIPRED para a estrutura secundéria da MaBgl3. (Conclusao).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6. Construcdo e Avaliacdo do Modelo

O primeiro passo na predi¢do do modelo para MaBgl3 fora através da busca de moldes
adequados no Protein Data Bank como resultados, as estruturas: 6K5J, 3SQL, 3SQM, 3TEV,
6JTJ, 3GS6, todas pertencentes a familia GH3 de B-glicosidases e N-acetilglucosaminidases,
foram selecionadas de acordo com os parametros de cobertura, E-value, identidade da
sequéncia e resolucdo estrutural de cada modelo. O modelo MaBgl3 foi construido pelo
software Modeller a partir do script “model mult.py” e qualidade avaliada no PROCHECK.
Observou-se que a grande maioria de pares de angulos estdo distribuidos de acordo com
regides favoraveis ou permitidas no plot Ramachandran de 95,37 % (Figura 8).

A qualidade geral do modelo (QMEAN), o fator de qualidade e a pontuagdo meédia do
modelo MaBgl3 foram avaliadas pelo MolProbity, ERRAT e VERIFY 3D, respectivamente.
Tendo um Z-score de -1,18 e QMEAN 0,88, de acordo com este resultado o modelo MaBgI3
pode ser classificado como um modelo de boa qualidade gerado. As interacfes ndo ligadas
entre atomos-atomos na estrutura foram analisadas no ERRAT (Figura 9). O fator de
qualidade geral para 0 modelo MaBgl3 foi de 89,08 % de acordo com a escala de limite de
confianca ERRAT (<95%). Os resultados do VERIFY 3D para 0 modelo MaBgl3 demonstrou
que 97,32 % dos residuos de aminoécidos apresentaram um score 3D-1D médio superior a 0,2
0 que indica um modelo bem construido com todos os residuos bem posicionados na

conformacao enovelada:
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Figura 8 - Gréfico de Ramachandran da MaBg|3.
Ramachandran Plot

~b

Psi (degrees)

ARy 161((A)
-

o

-180 -1'35 90 45 90 135 180
Ph1 { des_'rccs]

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 - Andlise de qualidade global do modelo MaBgI3 de acordo com o servidor ERRAT - As regides
menos favorecidas estdo em vermelhas e as regifes mais favorecidas estdo em brancos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Podemos concluir que o modelo final obtido é um modelo bem construido com 6tima
qualidade para ser analisada via PyMol quanto a sua interagdo, a forma e o seu tipo de

enovelamento com B-glicosidases e N-acetilglucosaminidases.
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Figura 10 - Grafico modelo 3D para MaBgl3 de acordo com o servidor VERIFY 3D. O eixo vertical representa
a pontuacao média do perfil 3D-1D para residuos em uma janela deslizante de 20 residuos. O eixo horizontal
representa 0 nimero de residuos na sequéncia priméria da proteina.
model_05.pdb Chain 1

[ Averaged Score [ Raw Score

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6.1. Estrutura Geral Da MaBgI3

A estrutura da MaBgl3 foi determinada usando como molde uma B-glicosidase de
Synechococcus sp. (52,34 % de similaridade de sequéncia, PDB 6K5J). Entre as enzimas que
fazem parte da familia GH3 depositada no CAZy, apenas duas B-glicosidases com estruturas
resolvidas de fungos e que possuem estruturas significativamente diferentes quando
comparadas as suas estruturas resolvidas. Ademais, um ponto a ser destacado € a escassez de
enzimas pertencentes a familia GH3 que foram efetivamente estudadas do ponto de vista
estrutural, molecular e funcional, menor quando falamos de B-glicosidases de cianobactérias.
A estrutura da enzima MaBgl3 pode ser dividida em dois dominios. Um dominio N-terminal
(representado em ciano na figura 11), enovelado como um barril TIM (B/a)g distorcido,
semelhante ao enovelamento tipico das enzimas B-glicosidases da familia GH1, que sdo
enzimas estruturas em um unico dominio com enovelamento TIM. O dominio, que envolve 0s

aminoacidos de Ser’ a Ala®®

, encontra-se a total parte do sitio ativo. A presenca de uma
molécula de B-D-Glicose presente ao sitio ativo, auxiliou a compreender a participacdo dos

residuos presentes do sitio ativo e da interacdo com substratos.
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Figura 11 - Estrutura tridimensional da enzima MaBgl3. Os dois dominios estdo representados nas cores ciano
(N-terminal) e salmao (C-terminal) e em amarelo o loop de ligagdo. Uma molécula de glicopiranose no sitio
ativo estad mostrada em vermelho (BGC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um loop que envolve os residuos Lys**! a Glu** encontra-se do lado contrério ao sitio
ativo da enzima, assim demonstrando que ndo h& participacdo deste no reconhecimento do
substrato ou mesmo na regulacéo cinética de acesso do substrato ao sitio catalitico. O dominio
C-terminal compreende os aminoacidos Thr*®® a Glu®* constituido por um sanduiche de trés
a-hélices, cinco folhas-p paralelas e, finalizando, trés a-hélices. Essa dobra do dominio C-
terminal se assemelha a encontrada em estudos de N-acetilglicosaminidases, como uma dobra
do tipo 3a/6B/3a que estdo razoavelmente longe do sitio catalitico do dominio N-terminal
(QIN et al., 2015). O papel deste dominio ndo esta estabelecido, mas ja fora proposto na
literatura em como este dominio esteja agindo na fixacdo do substrato na posi¢do correta ao
sitio ativo, adesdo de carboidratos da parede celular de microrganismos que as produzem
(POZZO et al., 2010) e no reconhecimento de substratos seja este o caso de N-
acetilglicosamina ou substratos especificos de B-glicosidases.

Podemos concluir que apesar da alta similaridade deste dominio semelhante a
encontrada na subfamilia Nag3 (N-acetilglicosaminidases GH3), a enzima MaBgl3 é
monomérica e ndo é caracterizada como uma N-acetilglicosaminidase e sim como uma -
glicosidase com provavel atividade bifuncional com glicosideos e N-acetilglicosaminas. Na
figura 12 temos uma dimensdo da superficie no espaco da MaBgl3 e seus dominios sdo
apresentados em duas posicdes distintas:
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Figura 12 - Estrutura geral monomérica da MaBgl3. A estrutura é representada em forma de cartoon (com
folhas beta coloridas na cor magenta e alpha-hélices coloridas na cor ciano) e superficie (colorida em rosa claro).

90°
Fonte: Elaborada pelo autor.

A fim de avaliar a similaridade das proteinas fora realizado o alinhamento entre a
MaBgl3 e as proteinas homologas a ela, foi realizado um alinhamento multiplo de estruturas
onde foi possivel visualizar a posi¢do dos residuos cataliticos e as regides conservadas destas
enzimas (Figura 13). Embora seja perceptivel a diferenca estrutural de cada enzima avaliada,
evidenciou semelhancas estruturais e padrdes de enovelamento para enzimas da familia GH3.

Ainda, é possivel visualizar que o desvio entre o molde e a proteina alvo é de apenas 0,128 A.

Beta-D-Glicopiranosideo

Asp nucleofilico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Finalmente, a comparacdo da estrutura da enzima MaBgl3 com as enzimas revelam a
similaridade estrutural dos dominios N-terminal, podemos inferir que o enovelamento
proteico pode ndo estar diretamente relacionado com os mecanismos de catalise de substratos

especificos e ndo especificos e que a chave para compreender como esta enzima pode agir
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como bifuncional seja a partir de alguns residuos chaves que compde o sitio catalitico desta
enzima (LI, 2001; DAN, 2000).

5.6.2. Sitio Ativo da MaBgI3

Como ¢ observado em grande de estudos das B-glicosidases nas familias GH1 e GH3,
enzimas bacterianas e flngicas mostram que ha a contribuicdo de dois dominios para a
arquitetura do sitio ativo. As enzimas da subfamilia NagZ representam um desvio
significativo ao paradigma de sitio ativo de dois dominios (McDONALD, 2015,
LITZINGER, 2010). O canal de ligacdo das enzimas GH3 ao substrato € composto por
diversos residuos que formam tanto subsitio de ligacdo glicosil -1 (glicona) e +1 (aglicona)
que sdo extremamente conservados (Figura 15). Os residuos que formam a por¢éo glicona séo
Ar919’ ||654, ASp84, G|U86, Leu14°, Arg158, Ly5188, Hi5189, ASplgg, HiSZOl, Met2‘°’4, ASp273, Leu302
e Phe**®, enquanto a porcdo aglicona é responséavel pela ligacdo da extremidade redutora do
substrato é formado pelos residuos Ala®*, Met?”” e Arg™’.

Figura 14 - (A) Residuos que compdem o sitio catalitico enzimatico. Em azul a estrutura do dominio C-terminal,
em verdes residuos que interagem com o substrato dentro de 5 A e em rosa o substrato beta-D-glucopiranosideo.
] = w

A

/— -

Fonte: Elaborado pelo autor no PyMol.

Como previsto a regido do residuo de acido aspartico ¢ altamente conservado em [-
glicosidases da familia GH3, porém é possivel constatar que ha interacdo incomum da diade
catalitica histidina/aspartato na alca flexivel com o substrato exercendo o papel do catalisador
acido/base, desta forma estes residuos sdo responsaveis pela catalise enzimatica residindo
apenas no dominio N-terminal. Os residuos Asp®*, Arg™®®, His'®®, His®®! e Asp®’® sdo residuos
que possuem interagdes direta com o ligante glicosidico com distancia de 2,2 a 3,3 A (Figura
15).
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Figura 15- InteragBes moleculares entre MaBgI3 e glicosideo. Em verde os residuos que interagem diretamente,
em amarelo a ligagdo direta com o substrato e a distancia.

Vo - p
Fonte: Elaborada pelo autor no PyMol.

Nesta regido, a Arginina 158 interage com a hidroxila OH3 (3,3 A de distancia) do
BGC. Esta mesma hidroxila interage também com a Histidina 189 (3,0 A de distancia). As
histidinas sdo aminoacidos mais comuns em sitios ativos, principalmente pela facilidade de
ocorréncia de protonacao e desprotonacdo em seu anel imidazol em pH fisioldgico. A nossa
analise revelou que os aminoacidos cataliticos na MaBgl3, o Aspartato 273, interage com a
hidroxila OH2 do C2 da BGC (B-D-Glicose) agindo como nucleéfilo da reacdo (2,6 A de
distancia) e a Histidina 201 age como &cido/base geral e interage diretamente com a hidroxila
livre do carbono 1 (2,2 A). Finalmente, o oxigénio do Aspartato 89 interage com a hidroxila
OH6 do substrato (2,8 A), onde possivelmente age na corre¢do da posicdo do substrato ao
sitio ativo para que ocorra a catélise enzimatica de forma eficiente e correta (POZZO et al.,
2010).

As interacdes mostradas na figura 15 evidenciam como ha participacdo total do
subsitio glicona ao substrato que estdo ligadas diretamente ao substrato. Ha também
interagdes fracas que submetem ao subsitio aglicona que envolvem o sitio ativo da enzima,

onde, também, observamos que o0s residuos Phe** 447

e Arg™ (que forma a parte aglicona)
presentes na al¢ca do dominio C-terminal projetado para o sitio ativo pode estar influenciando
e regulando a entrada de substrato, assim como a ligacdo. No entanto, como nao ha estruturas
de B-glicosidases, reportadas até 0 momento, com tais interacdo ao substrato, ndo é possivel

confirmar estas interacOes e as suas funcoes.
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5.7. Andlise Filogenética das Enzimas GH3

A andlise filogenética foi realizada de acordo com 37 sequéncias de enzimas
caracterizadas como [-glicosidases, N-acetil-B-glucosaminidase e [B-hexosaminidase da
familia GH3, incluindo trés B-glicosidases encontradas em cianobactérias do banco CACIAM.
O alinhamento multiplo revelou que ha diversidade de residuos conservados dentro da
familia. Com base na arvore da figura 16 pelo método de juncdo de vizinhos (Neighbor-
joining), pode-se ver que o cluster de B-glicosidases de bactérias anaerdbicas Bifidobacterium
sp. sdo as mais enraizadas dentro da familia GH3, separado dos demais. As enzimas do
primeiro grupo sdo as de cianobactérias formando um clado de Microcystis sp. que estdo
intimamente ligadas, esse subgrupo consiste na conservacdo do aminoacido nucleofilico do

dominio C-terminal de B-glicosidases.

Figura 16 - Analise Filogenética baseada nas sequéncias do banco CACIAM e GH3 obtidas no CAZy.
Valores de bootstrap superiores a 700/1000 e uma fatia de distancia genética como distancia de pares
em Clustal Omega. Em vermelho a B-glicosidase deste trabalho e em azul, outras p-glicosidases do
banco CACIAM.

75 REJ51277.1) beta-glucosidase from Microcystis wesenbergi TW10
REJ38794.1) beta-ghicosidase from Microcystis flos-aquas DF17
OCY13127.1) beta-ghicosidase from Microcystis aeruginosa CACIAM 03**

a9

Clado Microcystis sp.

WP 010873055.1) beta-glucosidase unclassified Synechocystis
5 Beta-ghicosidase from Synechocystis sp. PCC 6803

WP 190628845.1) MULTISPECIES: beta-gluicosidase Cvanobacteria
a7 e 1 beta-glucosidase from Limnothrix sp. FACHB-881

100

100

8 100 ——[3 beta-ghicosidase from Limnothrix sp. CACIAM 69d* |
85 I: 4ZM6) N-acetyl-beta-D ghicosaminidase from Rhizommucor miehei CAU432
6K 5T) GH3 beta-N-acetylglhicosaminidase from Paenibacillaceae
=8 6JTT) Beta-hexosaminidase from Neisseria gonorrhoeae
100 5G1M) BETA-HEXOSAMINIDASE from PSEUDOMONAS AERUGINOSA
o 100 QY9HZK0) NAGZ PSEAE Beta-hexosaminidase from Pseudomonas aeruginosa stram ATCC 15692

Q7WUL3) Beta-N-acetylglucosaminidase/beta-ghicosidase from Cellulomonas fimi*
— 1QOX) BETA-GLUCOSIDASE from BACILLUS CIRCULANS
oo —— 4HZ7) beta-ghicosidase from Uncultured bacterium
Q9ZNN6) Beta-glucosidase from Bacillus sp.
B3PDNT) Glucan 1 4-beta-ghicosidase from Cellvibrio japonicus strain Uedal07
7 Beta-ghicosidase from Aspergillus aculeatus
2 ABN52488) beta-glucosidase from Acetivibrio thermocellus ATCC 27405
E 6 Glycoside hydrolase family 3 from Thermofilium pendens
100 A1S0B1) beta-ghicosidase from Thermofilum pendens
ATLY22) beta-glucosidase from Bacteroides ovatus strain ATCC 8483
F1DPQ8) Beta-D-glucosidase from Bifidobacterium longum
F1CYL1) beta-ghicosidase from bacterium enrichment culture clone

— 4 compost metagenome 702656
100 L—— F1CYME) Putative periplasmic beta-ghicosidase

Fonte: Elaborado pelo autor.

As enzimas de cianobactérias se agrupam em grupos com duas linhagens evolutivas

onde a primeira linhagem consiste em duas N-acetilglicosaminidases e a com trés f3-
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hexosaminidases. Todos os agrupados com as [B-glicosidases de cianobactérias tém em
comum a presenca de um dominio N-terminal com residuos similares conservados. Esse
achado junto com a caracterizacao estrutural pode revelar que mais B-glicosidases estdo
ligadas evolucionalmente a N-acetilglicosaminidases e este dominio N-terminal e a presenca

do motivo desta enzima podem representar um sitio de ligagdo grupos N-acetil.
5.8. Efeito da Variacdo De pH e Temperatura na Atividade Enzimatica

A B-glicosidase produzida pela Microcystis aeruginosa mostrou atividade 6tima em
pH 4,5 e 40 °C (Figura 17). Essas caracteristicas da enzima sao similares na literatura para [3-
glicosidases de fungos, onde teve Otima atividade a pH acidos semelhantes a Aspergillus
awamori (pH 4,5) (NISHIDA et al., 2018), Gongronella butleri (pH 4,5) (PEREIRA et al.,
2016) e maior tolerdncia do que Trichoderma atroviridae TUB F-1505 (pH 6.2), Candida
peltata NRRL Y-6888 (pH 5,0) (KOVACS, 2008; SAHA, 1996). A temperatura 6tima foi de
40 °C com 37,19 U/mL, a atividade foi reduzida em aproximadamente 20% nas temperaturas
de 45 e 50 °C. Uma vez que avaliarmos temperaturas mais elevadas, poderemos sugerir a
hipdtese desta enzima ainda se mostrar estavel frente a temperaturas altas.

Figura 17 - Propriedades enzimaticas da MaBgl3. (A) perfil de pH da MaBgI3 (pH 3,0 a 9,0). (B)
perfil de temperatura em °C para MaBgl3.

Microcystis aeruginosa CACIAM 03 Microcystis aeruginosa CACIAM 03
404 451
) )
E £ 401
S 301 s
g g
E £ 354
£ 201 2
= =
= = 304
5 <
Z 10¥ 2
ﬁ Z 254
<
0 T T T T T T T T T T L v 20 T T T T T 1
3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 85 9.0 20 25 30 35 40 45 50
pH Temperatura

Fonte: Elaborado pelo autor no GraphPad Prism 7.

As glicosidases e celulases que atuam em temperaturas acima de 40 °C séo valorizadas
por possibilitar a fermentacdo e sacarificagdo, as reacGes acontecerem em temperaturas altas
em curto espaco de tempo, diminuindo a possibilidade de contaminag¢do por microrganismos.
Além disso, 0 uso de altas temperaturas em processos permite 0 uso de reagentes e substratos
em temperaturas mais baixas e viabilizar a fermentagdo em biorreatores de cultivo em estado
solido. (RIGOLDI, 2018; ZAMOST, 1991).
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6. CONCLUSAO

A sequéncia codificante de uma Microcystis aeruginosa CACIAM 03 codificou uma
B-glicosidase com massa molecular tedrica de aproximadamente 57,24 kDa, com
caracteristicas acidas e termoestabilidade em altas temperaturas, localizada no citoplasma com
pouca possibilidade de interacfes aquosas e soltvel no meio intracelular da cianobactéria.
Ademais, com uma arquitetura de dominios de N-acetilglicosaminidases e B-glicosidases e
com provavel atividade bifuncional de ambas as enzimas pertencente a familia 3 das glicosil
hidrolases.

A predicdo da funcionalidade desta enzima em cianobactérias revelou que estas
desempenham papeis no metabolismo de glicosideos, ciclagem do carboidrato, participacdo
da sintese da camada de peptidoglicano, dentre outros. A MaBgl3 apresentou um
enovelamento tipico do tipo TIM barril (B/a)g distorcido, comum a outras B-glicosidases e
outro dominio sanduiche o/B que nao participa da catalise enzimatica. Os residuos de acido
aspartico e histidina, Asp*® e His?™, formam uma diade catalitica e atuam como catalisador
4cido/base geral e um residuo acido aspartico Asp®’®, posicionado de maneira oposta, atua
como catalisador nucleofilico.

Estes resultados permitiram compreender algumas de suas principais caracteristicas
como uma B-glicosidase de cianobactérias, evidenciando a importancia do uso de ferramentas
de bioinformética, ou estudos in silico, preliminares para a busca de informagGes como
previsdo da estrutura tridimensional e interac@es ligantes, uma vez que estes estudos sdo mais
rapidos e de menor custo que métodos experimentais.

Além disso, em complementacdo ao trabalho, serd necessario a avaliacdo da
capacidade de hidrolise de diversos substratos especificos e ndo-especificos, dos tipos de
mecanismo catalitico da B-glicosidase, tolerancia a glicose e aditivos e a metodologia de
purificacdo da enzima. No entanto, mesmo sem estas avaliagdes pode-se afirmar que ha
grande perspectiva da MaBgl3 possa ter potencial aplicacBes biotecnolégicas, como no
processo bioconversdo da biomassa lignocelulésica, processo de fabricagdo de papel,
conversao da biomassa para producdo de adubo para cultivo de vegetais comestiveis, dentre

outras aplicagdes.
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