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INTRODUCAO

Diante do atual cenario global de inseguranga energética perante as crescentes
mudancgas climaticas, crises sanitarias e politicas e o declinio das reservas de combustiveis
fosseis, se mostra explicita a necessidade de um novo modelo energético e as fragilidades e a
insustentabilidade do modelo atual. A substituicdo dos combustiveis fosseis € importante para
atender as demandas das geracdes futuras, com governos e industrias em todo o mundo
adotando varias medidas para fornecer solugdes adequadas para compensar esses problemas; no
entanto, o petréleo e outros meios ndo sustentaveis continuam sendo a principal fonte que esta
sendo usada para atender as demandas mundiais de combustivel (CHAKRABOTY; LI;
BHATTACHRYA, 2021).

O bagaco da cana ¢ um residuo agroindustrial constituido por uma rede complexa e
resistente de materiais ligninocelulosicos, composta em sua maior parte por celulose, de 30 a 50
por cento, seguido por hemicelulose e lignina (RODRIGUES et al., 2017). Uma das maiores
dificuldades em aproveitar esse residuo lignocelulosico estd no arranjo desse complexo
celulose-hemicelulose-lignina. Uma vez essa barreira sendo rompida, moléculas de celulose
presentes na estrutura desse material ligninocelulésico sdo convertidas em 4lcool via
fermentagdo alcoodlica. Esse material pode ser degradado por processos fisicos (explosdo a
vapor), quimicos (soda caustica) ou biologicos (enzimas ligninocelulésicas), sendo este ultimo o
mais almejado para sustentabilidade, uma vez que permite a degradagc@o dos polissacarideos de
interesse com o minimo de polui¢do ao meio.

A producdo heterdloga de celulases de Moniliophthora perniciosa, utilizando-se de
células de E. coli, se apresenta entdo como um eficiente mecanismo para a producdo de enzimas
estaveis, visto seu rapido crescimento e baixo custo em seus substratos necessarios, além de
dispor de um genoma bem caracterizado, o que viabiliza a manipulagdo genética e amplia as
futuras expectativas no que concerne ao processamento de biocombustiveis (MENDOZA, 2018).
Diante de tudo que foi apresentado, o presente trabalho propde a selecdo de sequéncias
codificantes de celulase de M. perniciosa, para a sua clonagem em células de E. coli.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)
Busca em banco de dados gendmicos


mailto:tsgalvao15@gmail.com

Foi realizado um levantamento bibliografico através da plataforma do NCBI, através da
combinacdo de palavras chave como “perniciosa” e “exoglucanase”,. Através das plataformas
dos sites Expasy e Clustalw, foi feito uma selecdo dessas sequéncias através da sua viabilidade,
primeiramente verificando se elas se traduzem corretamente em proteinas, através das
ferramentas do Expasy, e posteriormente pareando estas com sequéncias ja verificadas como
viaveis, disponibilizadas por doutorandos do laboratorio, através da plataforma de pareamento
do site Clustalw.

Por fim, para garantir a viabilidade das sequéncias, foi realizada a construgdo da
estrutura tridimensional das sequéncias obtidas pelos processos de selecdo anteriores. Para a
predicdo da estrutura tridimensional da sequéncia de exoglucanase de M. perniciosa, foi
utilizada a modelagem comparativa a fim de selecionar moldes com base em sequéncias com
estrutura cristalografica definida e depositadas no PDB, utilizando-se a plataforma SWISS-
MODEL (BIASINI et al., 2014). A constru¢do dos modelos foi realizada com base no servidor
SWISS-MODEL e, a partir do escore determinado pelo GMQE (Global Model Quality
Estimation) ¢ QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis), determinou-se a estabilidade
conformacional e a qualidade da proteina. A ferramenta PyMOL (v 1.3) (SCHRODINGER,
2009) foi utilizada para a analise dos modelos, bem como a sobreposicdo destes e seus
respectivos moldes.

Cultivo do fungo

O fungo Moniliophthora perniciosa, isolado do semiarido e disponibilizado pela
Colecao de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB) da UEFS, foi preservado em meio
de cultura Agar Batata ¢ Dextrose (BDA) no periodo de 10 dias. Em seguida, uma fragdo do
micélio foi transferida para a placa de Petri, contendo o meio liquido WY, com os seguintes
constituintes: 40 g de farelo de trigo; 6 g de extrato de levedura; 1 g de K2HPO4; 0,2 g de
MgS04; 0,2 g de KCL e agua destilada q.s.p. 1 L., e foi incubado em BOD, a 25°C, por um
periodo de 10 dias.

Extragao de RNA

Para a realizacdo do processo, os 4acidos ribonucléicos foram extraidos do
Moniliophthora perniciosa utilizando-se o Kit TRIZOL Reagent (Invitrogen®), de acordo com
as instrugoes do fabricante. A quantificacdo, a determinacdo da pureza e a integridade das
amostras de RNA foram analisadas através de métodos espectrofotométricos a 260 ¢ 280nm e
de eletroforese em gel de agarose a 1%.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussio dos resultados)
Busca em banco de dados gendmicos

A partir do levantamento bibliografico pode-se perceber uma baixa viabilidade das
sequéncias encontradas, muitas por estarem incompletas, ndo sendo traduzidas corretamente.
Foram encontradas um ntimero maior de sequéncias de exoglucanases, e foram comparadas a
sequéncias ja obtidas em laboratdrio ¢ ja verificadas suas viabilidades, através da ferramenta de
Multiple Sequence Alignment do Clustalw. A partir disso foi selecionada uma sequéncia do
grupo das exoglucanases do tipo cellobyohidrolase (exol,4-B-D-glucanase), denominada
EEB92206.
Selecdo da proteina molde para Modelagem Comparativa

Em seguida, utilizando-se a plataforma SWISSMODEL, foram realizadas buscas por
proteinas ja depositadas no PDB a fim de selecionar os modelos estruturais mais adequados para
a construgdo das estruturas tridimensionais. Desta maneira, as melhores estruturas
cristalograficas encontradas — como resultado do alinhamento — foi a proteina com o codigo



PDB 5xcy.1.A, que corresponde a celobiohidrolase do basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium e pertence a familia GH6 (TACHIOKA, 2017).

Foram parametros relevantes para esta analise o percentual de identidade da sequéncia
de aminoacidos em estudo em relagdo a proteina molde, devendo apresentar um percentual de
identidade entre as sequéncias acima de 50 %, e o desvio de minimo quadrado (RMSD) de uma
estrutura em relacdo a outra na ordem de 2 — parametro intimamente relacionado a resolucdo da
estrutura cristalografica (LEMUCHI et al., 2013; SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Portanto, os resultados obtidos estdo de acordo com os critérios descritos na literatura,
de modo que a identidade sequencial da estrutura cristalografica foi de 66.87%, e em relagdo a
resolugdo da estrutura cristalografica, o resultado foi de 1,2 . Outro aspecto importante no que
concerne a selecdo do molde estd intimamente relacionado a verificagdo quanto a presenca de
ligantes como celobiose (CBI) e celotetraose (CTT) — pardmetro importante para a compreensao
da interag@o do sitio ativo da proteina e do seu respectivo substrato (GAO et al., 2017).

Construcdo do Modelo 3D e Avaliagdo do Molde

Para a construgdo da estrutura tridimensional, além dos pardmetros considerados acima,
a avaliacdo do modelo inclui a andlise dos valores de QMEAN (Qualitative Model Energy
Analysis) ¢ GMQE (Global Model Quality Estimation). QMEAN ou z-score sendo utilizado
para analisar a qualidade de toda a estrutura ou a qualidade dos residuos de aminoacidos. Logo,
para este parametro, um modelo ¢ dito de baixa qualidade quando atinge valores igual ou menor
que — 4. Ja em relagdo ao parametro GMQE ¢ necessario que o modelo alcance valores entre 0 ¢
1 para que seja validado (SILVA; BASTOS; SANTOS; 2021) Logo, o GMQE obtido apos o
alinhamento entre a sequéncia EEB92206 ¢ o molde foi de 0,83, se mostrando valido.

E importante ressaltar que a avaliagdo do modelo gerado também engloba a analise da
qualidade estereoquimica através do grafico de Ramachandran, que expressa a conformagao de
uma determinada proteina, além de determinar o percentual de residuos dispostos em regides
energeticamente favoraveis. Nesse sentido, um modelo ¢ considerado adequado quando possui
cerca de 90% dos residuos em regides energeticamente favoraveis (RAMACHANDRAN;
SASISEKHARAN, 1968). Portanto, ao considerar o modelo gerado a partir da sequéncia,
verificou-se que apresenta 93,88% dos residuos dispostos em regides energeticamente
favoraveis. (Figura 2).

Diante da andlise de tais parametros, foi possivel predizer os modelos tridimensionais
da sequéncia em estudo com base no molde PDB 5xcy.1.A, o que esta intimamente relacionado
com o grau de similaridade entre as estruturas da sequéncia da proteina alvo e a estrutura
sequencial da proteina molde, inferindo-se, portanto, que existem semelhangas entre o modelo
cristalografico das proteinas hipotéticas com o molde utilizado.

Com a avaliacdo positiva da estrutura dessa sequéncia, foi planejada a estratégia de
futuramente utilizar PCR em tempo real para analisar a expressdo desta sequéncia e de outra, ja
utilizada em laboratoério e utilizada neste trabalho para pareamento a partir do site Clustalw,
denominada “2929 g”, em células de E. coli, e qual das duas seria mais interessante para
produgdo heterologa. Para isso, contudo, se faz necessaria a obtencdo de extracdo de RNA de
qualidade.

Reativacao do fungo em meio BDA

Considerando o periodo de 7 dias, em estufa a 27 °C, o cultivo do fungo em meio
batata-dextrose-agar (BDA) demonstrou-se favoravel para o crescimento ¢ o desenvolvimento
no que concerne a biomassa micelial, sendo isto relacionado de maneira vital com as fontes
nutricionais necessarias, principalmente carbono e nitrogénio — elementos importantes para a
sintese de compostos organicos que integram o protoplasma.



Contudo, para a analise da atividade enzimadtica, este meio de cultura se faz improprio
para este tipo de avaliagdo, ja que ndo ha a disponibilidade de uma fonte de componentes
lignocelulosicos. Logo, se fez necessario o cultivo do fungo em um meio indutor de celulases.

Cultivo do fungo no meio WY

A formagdo do halo micelial corresponde a regido de atividade enzimatica, conforme
descrito por JUNIOR PAZ et al (2020). Sabe-se também que o tempo de crescimento do fungo
em meio liquido pode variar entre cinco e dez dias, como relatado em BONATO et al (2014).
Nesse sentido, durante 10 dias, em B.O.D a 27 °C, o meio semissolido WY — que apresenta em
sua constituicdo farelo de trigo — aparentou ter uma diferenca na velocidade de crescimento de
duas placas, denominadas “P” e “C”, com um possuindo um halo micelial menor que outro,
como pode ser visto na Figura 4. Para garantir rendimento do material genético, foram coletadas
amostras de ambas.

Extracdo de RNA total

Ao comparar os resultados encontrados para a extragdo de RNA a partir dos dois
cultivos do M. perniciosa no meio WY, apos 8 dias de incubacgao, foi possivel observar que a
visualizagdo das bandas, associadas as subunidades 28S e 18S mantiveram-se mais integras ¢
detectaveis nas amostras P1 e P2, relacionadas ao meio que demonstrou um crescimento mais
lento, quando comparado as amostras C1 e C2, que demonstraram um crescimento mais rapido,
como indica a Figura 4. A baixa detec¢do das amostras com crescimento mais rapido pode se
dar pela maior aderéncia ao meio, podendo este ter contaminado as amostras 1C e 2C ao
decorrer da extragao.

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

No que concerne a etapa de extracdo de RNA, se verificou uma alta capacidade de
expressdo em meios de baixo crescimento micelial, o que aponta para um rendimento maior
que o esperado no caso de halos micelial de pouco crescimento, como o observado no trabalho.
Se fazem necessarios a realizagdo de mais testes a fim de obter resultados mais claros e
consistentes. Pode-se constatar uma baixa viabilidade para as sequéncias de endoglucanases e
beta-glicosidases disponiveis em plataformas de bancos de dados genomicos, com énfase na
plataforma do NCBI. Se demonstra uma possivel necessidade de estudos relacionados a
processos mais precisos de disponibilizar estas frequéncias nas plataformas, visando preservar a
traducao destas sequéncias gendmicas, para pesquisas posteriores.

A analise in silico, sobretudo a modelagem comparativa de proteinas, se manteve como
sendo uma ferramenta util para elucidar problemas associados as sequéncias de interesse,
viabilizando a avaliacdo positiva de estruturas de sequéncias. Tendo isso em mente, foi
planejada a estratégia de se realizar estudos utilizando PCR em tempo real para analisar a
expressdo das sequéncias priorizadas no estudo em células de E. coli, visando saber qual das
duas seria mais interessante para produgdo heter6loga.
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