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METODO PARA PREVISAO DE MUTANTES QUE AUMENTEM O INDICE DE
HIDROFOBICIDADE DA SUPERFICIE DE PROTEINAS

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a um método de engenharia de proteinas, no qual so
identificadas regides da superficie de enzimas que seriam passiveis de mutagbes que
influenciem de maneira reduzida as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
aminoéacidos do sitio catalitico, com o objetivo de criar mutantes que apresentem a
superficie macromolecular mais hidrofébica. Notadamente, esta tecnologia pode ser
aplicada para o desenho racional de enzimas com maior solubilidade em meios

hidrofébicos (6leos vegetais, por exemplo).

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Toda gordura de origem vegetal ou animal é composta principalmente de
triglicerideos (uma molécula de glicerol (um tri dicool) esterificada com trés moléculas de
acido graxo), e¢ 4cidos graxos livres (AGL). No processo de transesterificagdo para
obtengdo de biodiesel, os triglicerideos presentes no 6leo sdo transformados em moléculas
menores de ésteres de dcido graxo (biodiesel) a partir de um agente transesterificante
(&lcool priméario) e um catalisador (base ou 4cido).

Biodiesel € definido como um éster de 4cido graxo obtido a partir da reagdo quimica
catalisada preferencialmente em meio basico de gorduras de origem vegetal ou animal com
um élcool primdrio (etilico ou metilico). Quando obtido dessa maneira o processo é
denominado de transesterifica¢do. O biodiesel pode ser obtido também utilizando-se acidos
graxos livres pelos processos de esterificagio em meio preferencialmente acido e pelo
processo de craqueamento. Oleos vegetais compostos por acidos graxos de cadeias curtas
(&cido laurico, por exemplo) garantem melhor rendimento ao processo, pois a interagfo
com o agente transesterificante e o catalisador é mais eficaz (RICACZESKI, C.C;
ZANCANARO, D.; ALZANLA. ; FERREIRA, E. F. Biodiesel, um combustivel em
expansdo. Synergismus scyentifica UTFPR, Pato Branco, 01 (1,2,3,4) : 1-778. 2006).

A reagio de transesterificacfio € de carater reversivel, sendo necessario um excesso
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de 4lcool na reagfio (1:6 molar) para aumentar o rendimento de alquil ésteres e permitir a
formagfo de uma fase separada de glicerol. O 4lcool mais utilizado na obtengdo do
biodiesel é o metanol, que promove melhores rendimentos. Considerando que o Brasil € um
dos maiores produtores de dalcool etilico (etanol) no mundo, ha um estimulo para a
substituicio do metanol pelo etanol, gerando um combustivel agricola totalmente
independente do petréleo. A dificuldade na utilizagfio do etanol consiste no fato de que a
dgua é um dos agentes causadores de reagdes paralelas de saponificagdo, consumindo o
catalisador e reduzindo a eficiéncia da reagdio de transesterificagio. A utilizagfio de 4lcool
anidro ¢ uma forma de diminuir a formagfo de sabdes porém, eleva em demasia os custos
de produgdo inviabilizando esse procedimento (RICACZESKI, C.C.; ZANCANARO, D.;
ALZANLA. ; FERREIRA, E. F. Biodiesel, um combustivel em expansio. Synergismus
scyentifica UTFPR, Pato Branco, 01 (1,2,3,4) : 1-778. 2006).

O catalisador mais utilizado € o hidréxido de sodio (NaOH), amplamente conhecido
como soda caustica. Também pode ser utilizado o hidréxido de potassio (KOH). Cerca de
0,5% em relagfo ao peso do 6leo é o indicado. Catalisadores basicos, como os citados
acima, aceleram a reagdo em torno de 4000 vezes a mais que catalisadores dcidos, como o
acido cloridrico (HCI), além de serem mais vidveis economicamente. No entanto, a
utilizagdo de catalisadores basicos promove um maior nivel de saponificagfio no processo: o
catalisador reage com os 4cidos graxos livres do 6leo, formando sabdo. A cada 1% em peso
de soda caustica usada como catalisador, cerca de 7% em peso de sabdio sera originado.
Portanto, para que o processo de transesterificagdo seja satisfatorio, os dleos vegetais
devem conter no maximo 3% de 4cido graxo livre.

Com isso, o uso de catalisadores quimicos (bases ou acidos fortes) para a sintese do
biodiesel possui algumas desvantagens como a exigéncia de baixo teor de 4cidos graxos
livres e 4gua na matéria-prima do 6leo renovavel, para que a reagdo ndo seja prejudicada.
Além disso, indesejavelmente ocorre a formag¢do de uma emulsdo devido & ma solubilidade
do alcool nos 6leos, o que complica as etapas posteriores do tratamento. Por tltimo, porem
nem por isso menos importante - a quantidade de 4lcool de cadeia curta a ser usado deve
ser muito maior que a razdo molar da reagdo, € a evaporagdo/refluxo do 4lcool em excesso

conduz a um aumento do consumo de energia (Documento de Patente PI 0418062-3A).
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Estas desvantagens, somadas a4 demanda mundial por processos limpos, renovaveis e
seletivos colocam em destaque a possibilidade do uso de catalisadores biologicos como
alternativa para a sintese do Biodiesel.

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise e sintese de acilglicer6is em 4cidos
graxos de cadeia longa, utilizando triacilglicerol com o substrato quando em meio aquoso.
A utilizagdio das lipases na produgfio de biodiesel é relativamente recente, porém tem—se
mostrado muito promissora devido a uma sériec de vantagens sobre os catalisadores
quimicos. As enzimas lipoliticas comerciais em geral foram selecionadas para fins
relacionados & indistria de alimentos. Em tais processos, o meio reacional é emulsificado
através do uso de detergentes, situagfo inviavel para a produgfo de biodiesel, pois, adiciona
passos ao processo e que aumentam o custo e o tempo de produgdo.

Estas enzimas possuem baixa atividade catalitica em meio predominantemente
apolar (hidrofdobico), contendo trigliceridios e alcool como solventes. Como resultado,
estabelece-se a necessidade do uso de grandes quantidades de catalisador e longos tempos
de reag@io, 0 que torna o processo ainda mais oneroso. Esta baixa capacidade catalitica se
deve ao fato da maioria das enzimas ser inibida por metanol. O metanol se associa a
superficie polar da enzima formando uma espécie de selo que impede a interagdo desta com
o trigliceridio (Ma, F., Hanna, M. A. (1999). Biodiesel production: a review. Bioresources
Technology, 70, 1 15.).

O uso de Lipases como bio-catalisadores permite a facil recuperagdo de glicerol sem
a necessidade de purificagdo ou produgdo de lixo quimico. Apesar das vantagens
mencionadas, as enzimas possuem um baixo rendimento no processo quando comparadas
aos catalisadores inorganicos.

Para criar enzimas mais adequadas para tal processo, é hipotetizado no presente
proposta que uma enzima Lipase com superficie mais hidrofébica reagiria melhor com o
substrato em um ambiente livre de solventes polares levando a um rendimento maior na
conversdo de 6leo em biodiesel, quando comparado com Lipases naturais.

Da literatura cientifica pode-se perceber que existem varios tipos de lipases, sendo
que algumas delas séo mais passiveis de uso na sintese do biodiesel. Souza e colaboradores

(2008) testaram diferentes lipases comerciais imobilizadas (Lipozyme RM-IM, Lipozyme
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TL-IM e Novozyme 435) com esta finalidade e encontraram que na conversdo do 6leo de
soja desodorizado e destilado, a Novozym 435 teve o melhor desempenho, com 83.5% de
conversdo em reagdo a 50°C, usando 3 wt% da enzima e 2 g de etanol (To = 1 g; T3p min = 1
g) (Souza MS, Aguieiras EC, da Silva MA, Langone MA. Biodiesel synthesis via
esterification of feedstock with high content of free fatty acids. Appl Biochem Biotechnol.
2009 May;154(1-3):74-88. Epub 2008 Dec 9).

Devido a esta maior efic4cia na formagdo do biodiesel, a lipase Novozyme 435 foi
selecionada para o presente estudo. Esta enzima, comercializada na forma imobilizada pela
Novozymes (http://www.novozymes.com), é a lipase B do fungo Candida antarctica (NCBI
gi: 576300), sendo uma proteina monomérica, pertencente a familia das hidrolases com
dobramento do tipo o/f. Sua estrutura foi resolvida por cristalografia e difragfo de raios X e
depositada no PDB (cddigo 1TCB) e apresenta uma triade catalitica similar & encontrada
nas serino-proteases, composta por Serl05, Aspl187 e His224 (Uppenberg J, Patkar S,
Bergfors T, Jones TA. Crystallization and preliminary X-ray studies of lipase B from
Candida antarctica. .J Mol Biol. 1994 Jan 14;235(2):790-2.).

A partir da estrutura da Lipase B da Candida antarctica depositada no PDB, foram
usadas técnicas de Biologia Computacional Estrutural para identificar sitios passiveis de
modificagio com o intuito de criar uma enzima com maior solubilidade em ambientes
hidrofébicos (sendo, portanto, mais hidrofébica em sua superficie) e que mantenha a fungéo
nativa da protefna base. Para tal, objetivou-se identificar regides com aminoacidos
hidrofilicos (ou aminodacidos pouco hidrofébicos) localizados na superficie protéica da
lipase, que ndo se encontrem proximos ao sitio catalitico e nem possuem contatos internos
da forma que, na sua substitui¢do, influenciaro minimamente a estrutura (como também a
fungdo ) em si. Em seguida foi feita a modelagem in silico de lipases mutantes que possuam
estes residuos substituidos por residuos de alta hidrofobicidade, como ¢ o caso da Valina.
Outro fator importante considerado foi de ndo usar para estas trocas, residuos de
importancia na catalise, como os indicados pela “Lipase Engineering Database”: Gly39 e
Trp104 (importantes na ligagdo com o élcool), Thr40, GIn106, Asp134, Thr138 e GIn157
(regides de ligagdo e coordenagfio ao acido graxo), Leu73 (um residuo de ancoragem),
Cisteinas 22, 64, 216 e 258 (envolvidas em pontes dissulfeto) e Leul44, Val149, Vall54 e
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Is0285 (residuos envolvidos em sitios de ligagdo hidrofébica na formagdo de um tinel)
(Fischer M, Pleiss J. The Lipase Engineering Database: a navigation and analysis tool for
protein families. Nucleic Acids Res. 2003 Jan 1;31(1):319-21.). O protocolo descrito acima
permitiu a criagio de lipases mutantes in silico com aumentada hidrofobicidade na
superficie.

Existem varios trabalhos com reconhecimento cientifico comprovado que usaram
técnicas similares as usadas neste trabalho, com o intuito de primeiro compreender melhor
e posteriormente, mudar as estruturas de proteinas ou usé-las para a geragfo mais eficaz de
biodiesel. A seguir expJe-se uma série de citagdes de alguns destes trabalhos.

Como mencionado, Souza et al.,2008 (Souza MS, Aguieiras EC, da Silva MA,
Langone MA. Biodiesel synthesis via esterification of feedstock with high content of free
fatty acids. Appl Biochem Biotechnol. 2009 May;154(1-3):74-88. Epub 2008 Dec 9)
estudaram a sintese de ésteres etilicos via esterificagdo de dleo de soja destilado e
desodorizado através de lipases imobilizadas em um sistema livre de solventes, indicando a
lipase Novozyme 435 como a que proporcionou a reagfo mais rapida e com maior eficécia.

Patkar et al., 1998 (Patkar S, Vind J, Kelstrup E, Christensen MW, Svendsen A,
Borch K, Kirk O. Effect of mutations in Candida antarctica B lipase. Chem Phys Lipids.
1998 Jun;93(1-2):95-101.) testaram os efeitos de mutacBes na lipase B da C. antarctica,
através de mutagdes de residuos proximos ao sitio ativo e encontraram que a mutagdo
T103G que introduziu a seqiiéncia consenso G-X-S-X-G (encontrada na maioria das
lipases) levou a um aumento da termo estabilidade porém reduziu para a metade da
atividade especifica da enzima na formag#o dos ésteres. Outra mutagfio estudada, a W104H
afetou drasticamente estas duas propriedades (termo estabilidade e atividade), reduzindo-as.

Existem varias patentes relacionadas a produgfo de Biodiesel através da catalise
biolégica usando lipases para tal. No documento US 2010/0047884, foi descrito um método
para produgdio de biodiesel com base em misturas com substancial contetido de acidos
graxos livres, através da utilizagdo de enzimas microbianas como biocatalisadoras que
sejam efetivas para processos livres de solvente para a produgdo de ésteres de acidos graxos
e alquil-alcoois C;-C;.

O documento US 6.398.707 descreve uma técnica de aumentar a atividade de uma
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enzima lipase imobilizada e uma técnica para regeneragéo de lipase imobilizada desativada,
através do uso de um 4lcool com um niimero de carbonos nio menor que trés.

O documento PI 0418062-3A descreve um processo para a producdo de biodiesel a
partir de 6leo renovével na presenga de catalise por lipase em um sistema de reagdo em
meio orginico. Neste processo é usado um alcool de cadeia curta ROH como um receptor
de acila, sendo usado como meio de reagdo um solvente organico relativamente hidrofilico
sem efeito negativo na reatividade da lipase, e matéria-prima de dleo renovavel sendo
catalisada por uma lipase para a sintese do biodiesel por transesterificagdo, obtendo
produgéo de biodiesel em 94% e em tempo de reagéo reduzido.

O documento PI 0419166-8A descreve um processo de produgfio de biodiesel a
partir da matéria-prima de sabfo, ou seja: qualquer matéria-prima de sabdo gerada no
processo de refino de 4lcali que contem de 10 a 60% de agua, 0,1 a 2,0% de esterdis, 35 a
85% de derivados graxos incluindo glicerideos parciais. Este processo ocorre através de:
neutralizar e separar os sabdes com Aacidos fortes, até atingir pH 2-8, seguido por
esterificacfio enzimatica usando Lipase com concentragdo variando de 100ppm a 10% em
peso, usando alcanol de C1 a C6 em uma razdo de peso de 5 a 100% em relagdo aos
componentes graxos e usando temperatura de 15 a 70°C.

A descri¢dio da invengdo contida no presente documento consiste em uma nova
abordagem de engenharia protéica para lipases com o intuito de sua optimizagdo em uma
forma alternativa para a obtengdo de proteinas mais lipossoluveis. A presente metodologia
indica que a troca de aminoacidos localizados na superficie protéica da lipase B de C.
antarctica levariam a um aumento substancial da hidrofobicidade de superficie (calculada a
partir de um i{ndice denominado SHI (“Surface Hidrophobicity Index”) e que postula-se que
esta propriedade seja importante na melhoria da eficiéncia na produgdo do biodiesel por

biocatalise.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a um método de engenharia de proteinas, no qual sdo
identificadas regides da superficie de enzimas que seriam passiveis de mutagSes que

influenciem de maneira reduzida as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
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aminoacidos do sitio catalitico, com o objetivo de criar mutantes que apresentem a
superficie macromolecular mais hidrofébica.

Uma primeira concretizagdo da invengfo diz respeito a um método para previsdo de
mutantes que aumente o indice de hidrofobicidade da superficie de proteinas caracterizado
por compreender as seguintes etapas:

a) Selecionar a proteina de interesse para aumento de hidrofobicidade da sua superficie em
banco de dados de estruturas macromoleculares publico;

b) Calcular usando o software ¢ armazenar as caracteristicas fisico-quimicas da proteina em
banco de dados especifico;

¢) Selecionar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da proteina (superficie e sitio
catalitico) de acordo com interesse;

d) Definir valores limites para cada uma das caracteristicas selecionadas na etapa ”’c”;

e) Selecionar os aminoécidos cujas caracteristicas satisfizeram os valores de cada um dos
descritores selecionados na etapa “c” através de um software especifico;

f) Realizar uma modelagem por homologia com um software especifico com mutagbes
singulares modificando cada um dos aminoacidos selecionados na etapa “e” para o residuo
de interesse;

g) Realizar, opcionalmente, minimizagfo de energia por dindmica molecular dos modelos
3D gerados na etapa “f”;

h) Monitorar a variagéo das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos aminoacidos
que compde o sitio catalitico através da comparacfio dos descritores gerados pelo servidor
do software especifico;

i) Construir modelos de proteinas com mutagdes multiplas baseadas nos melhores valores
de V4 para as mutagdes singulares estudadas, utilizando o software de modelagem;

j) Realizar, opcionalmente, minimizagio de energia por dindmica molecular dos modelos
3D gerados na etapa “i”;

k) Avaliar os modelos com mutag8es multiplas pelo escore V4, comparando com a estrutura
nativa;

Uma segunda concretizagdo da invengfo diz respeito a proteinas mutantes obtidas

pelo referido método.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 — Etapas do processo de geragio de mutantes in silico de estruturas protéicas com
4rea de superficie mais hidrofébica. Etapas: A) Selegdo de estrutura protéica cuja superficie
deve ser modificada. B) Selecdo dos descritores e C) suas faixas de valores. D) Selegéo dos
amino4cidos que apresentem as caracteristicas escolhidas utilizando a ferramenta 'PD do
BluStar STING. E) Construgo de modelos tridimensionais por modelagem por homologia
seguida de F) refinamento por minimizagdo de energia por dindmica molecular. G) As
modelos finais sdo classificados de acordo com o escore V4 para a menor interferéncia no
sitio catalitico da enzima wt. H) As melhores muta¢des singulares de acordo com o escore
V4 sfio escolhidas para compor as enzimas mutante com mutages multiplas que, I)
novamente sdo avaliadas em termos do escore V4 e pelo J) calculo do Indice de
Hidrofobcidade.

Figura 2 — Estrutura tridimensional em forma “cartoon” da proteina Lipase B de Candida
antarctica (1'TCB.pdb) mostrando sua estrutura secundéria composta por trés folhas betas e
seis alfa-hélices (a). A superficie proteica colorida de acordo com potencial eletrostatico
evidencia a quantidade de aminoacidos polares (cinza e cinza escuro) presentes na
superficie da enzima estudada — a area em branco apresenta a area ocupada por amino
acidos hidrofébicos (b).

Figura 3 — Comparagéo entre os parAmetros calculados para o aminoacido Ser-105 (um dos
trés amino 4cidos membros de triade catalitica de lipase) em proteina contendo mutagdes e
em estrutura nativa da enzima Lipase B de Candida antarctica. A figura esta demonstrando
para Ser-105 a variag8io dos valores dos pardmetros listados na tabela 3, encontrados em
modelos a onde amino 4cidos citados na tabela 1 foram substituidos por Val. Os descritores
“acessibilidade ao solvente” e “Cross Presence Order” se apresentam como principais
fatores introdutores de variabilidade entre os modelos estudados. Os pardmetros pertinentes
a estrutura nativa e aos diferentes modelos se alteram em cor, iniciando com proteina nativa
(em preto) e mutante “Ser_3” (em cinza escuro).

Figura 4 — Comparagio entre os pardmetros calculados para o aminoacido Asn-187 (um

dos trés amino acidos membros de triade catalitica de lipase) em mutantes, relativo aos
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valores obtidos para a estrutura nativa da enzima Lipase B de Candida antarctica. A figura
estd demonstrando para Asn-187 a variagio dos valores dos pardmetros listados na tabela 3,
encontrados em modelos a onde amino 4cidos citados na tabela 1 foram substituidos por
Val. O descritor “acessibilidade ao solvente” se apresenta como principal fator introdutor de
variabilidade entre os modelos estudados. Os pardmetros pertinentes a estrutura nativa e aos
diferentes modelos se alteram em cor, iniciando com proteina nativa (em preto) e mutante
“Ser_3” (em cinza escuro).

Figura 5 - Comparago entre os pardmetros calculados do aminoacido His-224 (um dos
trés amino 4cidos membros de triade catalitica de lipase) em mutantes, relativo aos valores
obtidos para a estrutura nativa da enzima Lipase B de Candida antarctica. A figura estd
demonstrando para His-224 a variagdo dos valores dos pardmetros listados na tabela 3,
encontrados em modelos a onde amino acidos citados na tabela 1 foram substituidos por
Val. O descritor “acessibilidade ao solvente” se.apresenta como principal fator introdutor de
variabilidade entre os modelos estudados. Os pardmetros pertinentes a estrutura nativa e aos
diferentes modelos se alteram em cor, iniciando com proteina nativa (em preto) e mutante
“Ser_3” (em cinza escuro).

Figura 6 — Comparagfo entre os pardmetros calculados para o aminoacido Ser-105(um dos
trés amino 4cidos membros de triade catalitica de lipase) em mutantes, apés de etapa
adicional de minimizagfo de energia por dindmica molecular nos modelos obtidos na saida
de Modeller, relativo aos valores obtidos para a estrutura nativa da enzima Lipase B de
Candida antarctica. A figura esta demonstrando para Ser-105 a variagdo dos valores dos
pardmetros listados na tabela 3, encontrados em modelos a onde amino 4cidos citados na
tabela 1 foram substituidos por Val. Os descritores “acessibilidade ao solvente” e “Cross
Presence Order” se apresentam como principais fatores introdutores de variabilidade entre
os modelos estudados. Os pardmetros pertinentes a estrutura nativa e aos diferentes
modelos se alteram em cor, iniciando com proteina nativa (em preto) e mutante “Ser 3”
(em cinza escuro).

Figura 7 — Comparagdo entre os pardmetros calculados para o aminoacido Asn-187 (um
dos trés amino 4cidos membros de triade catalitica de lipase) em mutantes, apds de etapa

adicional de minimizagdo de energia por dindmica molecular nos modelos obtidos na saida
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de Modeller, relativo aos valores obtidos para a estrutura nativa da enzima Lipase B de
Candida antarctica. A figura estd demonstrando para Asn-187 a variagdo dos valores dos
parimetros listados na tabela 3, encontrados em modelos a onde amino 4cidos citados na
tabela 1 foram substituidos por Val. O descritor “acessibilidade ao solvente” se apresenta
como principal fator introdutor de variabilidade entre os modelos estudados. Os parametros
pertinentes A estrutura nativa e aos diferentes modelos se alteram em cor, iniciando com
proteina nativa (em preto) e mutante “Ser_3” (em cinza escuro).

Figura 8 — Comparagfo entre os parAmetros calculados do aminoacido His-224 (um dos
trés amino 4cidos membros de triade catalitica de lipase) em mutantes, apds de etapa
adicional de minimizagdo de energia por dindmica molecular nos modelos obtidos na saida
de Modeller, relativo aos valores obtidos para a estrutura nativa da enzima Lipase B de
Candida antarctica. A figura estd demonstrando para His-224 a variagdio dos valores dos
pardmetros listados na tabela 3, encontrados em modelos a onde amino 4cidos citados na
tabela 1 foram substituidos por Val. O descritor “acessibilidade ao solvente” se apresenta
como principal fator introdutor de variabilidade entre os modelos estudados. Os pardmetros
pertinentes a estrutura nativa e aos diferentes modelos se alteram em cor, iniciando com
proteina nativa (em preto) e mutante “Ser_3” (em cinza escuro).

Figura 9 — Valores do indice de hidrofobicidade de superficie, o SHI (“Surface
Hydrophobicity Index”), para a proteina nativa (ltcb.pdb) e para os dez mutantes
modelados com o auxilio do software Modeller (representados em preto). DmSHI
(representados em cinza) indica a variagio do SHI ap6s mutagdio. Todos os mutantes
apresentam DmSHI positivo, ou seja, todas as mutagdes estudadas aumentaram a regido de
superficie composta por aminodcidos hidrofébicas. Entre os mutantes, os modelos Combl e
Comb2 (ambos com mutagdes miltiplas) se destacam entre os modelos que mais elevaram
o SHI.

Figura 10 — Indicagdo de posi¢do tridimensional dos amino 4cidos substituidos por Valina

na superficie de proteina nativa (1TCB.pdb).

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

A invengio refere-se a identificagdo de aminoacidos com propriedades especificas
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em superficies protéicas cuja mutagdo ndo altere propriedades fisico-quimicas e estruturais
dos aminoécidos considerados cataliticos. E demonstrada a aplicabilidade da técnica com a
enzima Lipase B de Candida antarctica, importante alternativa na produgéo de biodiesel
sem a adi¢do de catalizadores inorgénicos, trazendo outros beneficios ambientais, como
economia de energia utilizada em relagdo ao método atual de produgfio com a reagdo de
transesterificagdo, ¢ também sem a necessidade de purificagdo de glicerol, um dos
subprodutos do método atual.

A presente invengdo diz respeito ainda a um método para previsio de mutantes que
aumente o indice de hidrofobicidade da superficie de proteinas e as proteinas obtidas por
esse método.

O método da presente invengiio € caracterizado por compreender as seguintes
etapas:

a) Selecionar a proteina de interesse para aumento de hidrofobicidade da sua superficie
em bancos de dados de estruturas macromoleculares;

b) Calcular e armazenar as caracteristicas fisico-quimicas da proteina em um software
e banco de dados como o Blue Star STING (Neshich, G, Mazoni, I., Oliveira, S.R.,
Yamagishi, M.E., Kuser-Falcdo, P.R., Borro, L.C., Morita, D.U., Souza, K.R., Almeida,
G.V,, Rodrigues, D.N., Jardine, J.G,, Togawa, R.C., Mancini, A.L., Higa, R.H., Cruz, S.A.,
Vieira, F.D., Santos, E.-H., Melo, R.C., Santoro, M.M. The Star STING server: a
multiplatform environment for protein structure analysis. Genet Mol Res. 2006 Dec
1;5(4):717-22) e no Java Protein Dossier (Neshich, G.,, Rocchia, W., Mancini, A.L.,
Yamagishi, M.E., Kuser, PR., Fileto, R., Baudet, C., Pinto, 1.P., Montagner, A.J.,
Palandrani, J.F., Krauchenco, J.N., Torres, R.C., Souza, S., Togawa, R.C., Higa, R.H. 2004.
JavaProtein Dossier: a novel web-based data visualization tool for comprehensive analysis
of protein structure. Nucleic Acids Res. 2004 Jul 1;32 (Web Server issue):W595-601

c) Selecionar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da proteina (superficie e
sitio catalitico) de acordo com interesse;

d) Definir valores limites (caracteristicos para cada estrutura escolhida para analise e
posterior aumento de hidrofobicidade na respetiva superficie) para cada uma das

caracteristicas selecionadas na etapa ”c”.
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e) Selecionar os aminoéacidos cujas caracteristicas satisfizeram os valores de cada um
dos descritores selecionados na etapa “c” através de um modulo especifico no software
Blue Star STING;

19} Realizar uma modelagem por homologia com um software especifico de mutantes
com mutagdes singulares modificando cada um dos aminoécidos selecionados na etapa “e”
para o residuo de interesse;

g) Monitorar a variagdo das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos
aminoacidos que compde o sitio catalitico através da comparagio dos descritores gerados
pelo servidor do software

h) Construir modelos de proteinas com mutagdes multiplas baseadas nos melhores
valores de V3, desenvolvido para avaliar a discrepancia entre os modelos gerados e a
proteina nativa, para as mutagdes singulares estudadas, utilizando o software de
modelagem.

i) Avaliar os modelos com mutagSes multiplas pelo escore V4, comparando com a
estrutura nativa.

i) Medir a variagdo da area de superficie hidrofobica e do seu pardmetro SHI (Surface
Hydrophobicity Index) em relagdo a estrutura nativa da enzima selecionada o que
proporciona mais um avaliador de discrepéncia entre a proteina original e mutada,
especificamente no sentido de atingir o maior indicador de hidrofobicidade na superficie .

Os bancos de dados para selecionar as proteinas podem ser vdarios. Mais
especificamente a presente invengfo utiliza o banco de dado publico chamado Protein Data
Bank (PDB, Berman HM, Westbrook J, Feng Z, Gilliland G Bhat TN, Weissig H,
Shindyalov IN, Bourne PE. “The Protein Data Bank.” Nucleic Acids Res. 2000 Jan 1;
28(1):235-42).

As caracteristicas da proteina a serem selecionadas podem ser, mas nio estdo
limitadas a, distdncia do sitio catalitico, densidade de contatos internos, hidrofobicidade,
potencial eletrostatico, conservacio de posicdo sequencial de aminoacidos, cross link order,
cross presence order, densidade, esponjicidade, fator temperatura e outros de uma lista de
711 parametros fisico-quimicos e estruturais armazenados na STING DB, devidamente

listados e descritos por Neshich G, Rocchia W, Mancini AL, Yamagishi MEB, Kuser PR,
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Fileto R, Baudet C, Pinto I, Montagner AJ, Palandrani JF, Krauchenco JN, Torres RC,
Souza S, Togawa RC e Higa RH “JavaProtein Dossier: a novel web-based data
visualization tool for comprehensive analysis of protein structure.” Nucleic Acids Res.
2004 Jul 1;32(Web Server issue): W595-601.

A selecdo dos aminoacidos pode ser feita através de um modulo especifico do
software utilizado, como por exemplo, mas ndo limitado a0 médulo 'PD do Blue Star
STING.

A modelagem dos aminodcidos pode ser realizada por softwares de modelagem
como por exemplo, mas nédo limitado aos softwares SwissModel (Arnold K., Bordoli L.,
Kopp J.,, and Schwede T. (2006). The SWISS-MODEL Workspace: A web-based
environment for protein structure homology modelling. Bioinformatics, 22,195-201) e
Modeller (A. Sali & T.L. Blundell. “Comparative protein modelling by satisfaction of
spatial restraints” J. Mol. Biol. 234, 779-815, 1993). Preferencialmente para a presente
invencdo foi utilizado o software Modeller.

Na presente invencdo foi utilizado como exemplo a proteina lipase e, para este caso,
os aminoacidos selecionados foram substituidos pelos residuos de Alanina, uma vez que
este aminoacido mantém as caracteristicas estruturais da cadeia principal (formagdo de
estrutura secundaria) ou preferencialmente por uma Valina, que possui o maior indice de
hidropatia (em inglés: “hydropathy index”) que a Alanina (ambas hidrofébicas).

O monitoramento dos aminoacidos modelados pode ser realizado em softwares
como, mas néo limitado a, Blue Star STING e armazenados em arquivos com formato TGZ
(formato exclusivo desenhado para otimizar a performance de STING_server e do software
STING). A comparacéo realizada no software pode envolver varios descritores que podem
ser mas ndo estdo limitados a: Energia de contatos ndo utilizados; Contatos ndo utilizados;
Densidade; Area de acessibilidade ao solvente; Esponja; Cross Link Order) (grio de
interconexdo entre aminoacidos); Cross Presence Order (gréo de co-localizagfo entre os
aminoacidos); Hidrofobicidade; Curvatura local (escolha pode ser entre os 711 parametros
disponiveis em STING_DB). '

Os mutantes sdo monitorados com base no escore V4 desenvolvido e explicado no

exemplo com a enzima Lipase B de Candida antarctica. Quanto menor o valor do escore,
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menor a influéncia dos residuos substituidos sobre os aminoacidos do sitio catalitico.

No caminho alternativo hé duas etapas adicionais opcionais: entre as etapas “f”’ e
“g” e entre as etapas “h” e “i”, do método. Apos a geragdo do modelo inicial pelo Modeller
a estrutura gerada é refinada via minimizagdo de energia por dindmica molecular. No
exemplo estudado mostramos como essas duas etapas de minimiza¢8o de energia podem
ser feitas com o pacote de software de dindmica molecular Gromacs. No entanto outros
algoritmos  podem  ser  utilizados nessas etapas tais como  Yasara
(bttp://www.yasara.org/yamber.htm) ou NAMD (Scalable molecular dynamics with
NAMD. Phillips JC, Braun R, Wang W, Gumbart J, Tajkhorshid E, Villa E, Chipot C, Skeel

RD, Kalé L, Schulten K. J Comput Chem. 2005 Dec;26(16):1781-802.). Dessa forma, uma

outra concretizacéo da presente invengdo ¢ um método contendo as seguintes etapas:

a) Selecionar a proteina de interesse para aumento de hidrofobicidade da sua superficie em
bancos de dados de estruturas macromoleculares;

b) Calcular usando o software Blue Star STING e armazenar as caracteristicas fisico-
quimicas da proteina em banco de dados especifico (MySQL);

¢) Selecionar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da proteina (superficie ¢ sitio
catalitico) de acordo com interesse;

d) Definir valores limites para cada uma das caracteristicas selecionadas na etapa “c”;

e) Selecionar os aminoécidos cujas caracteristicas satisfizeram os valores de cada um dos
descritores selecionados na etapa “c” através de um software especifico ’PD;

f) Realizar uma modelagem por homologia com um software especifico (Modeller) com
mutag¢Ges singulares modificando cada um dos aminoacidos selecionados na etapa “e” para
o residuo de interesse;

g) Realizar a minimizagdo de energia por dindmica molecular dos modelos 3D gerados na
etapa “f”;

h) Monitorar a variagdo das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos aminoacidos
que compde o sitio catalitico através da comparagdo dos descritores gerados pelo servidor
do software especifico;

i) Construir modelos de proteinas com mutagdes multiplas baseadas nos melhores valores

de V4 (um indicador de abrangéncia geral porém, neste caso com aplicagfio especifica para
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os descritores escolhidos na etapa “c” acima) para as mutagdes singulares estudadas,
utilizando o software de modelagem;
J) Realizar a minimizagio de energia por dindmica molecular dos modelos 3D gerados na
etapa “i”’;
k) Avaliar os modelos com mutagdes miltiplas pelo escore V4, comparando com a estrutura
nativa;
1) Medir a variagdo da é4rea de superficie hidrofobica e do seu pardmetro SHI (Surface
Hydrophobicity Index) em relagfo 4 estrutura nativa da enzima selecionada

O método da presente invengdo utiliza o software Blue Star STING (Neshich, G.,
Togawa, R., Mancini, A. L., Kuser, P. R., Yamagishi, M. E. B., Pappas Jr., G., Torres, W. V.,
Campos, T. F., Ferreira, L. L., Luna, F. M., Oliveira, A. G,, Miura, R. T, Inoue, M. K.,
Horita, L. G, de Souza, D. F., Dominiquini, F., Alvaro, A., Lima, C. S., Ogawa, F. O.,
Gomes, B. G, Palandrani, J. C. F,, dos Santos, G. F., de Freitas, E. M., Mattiuz, A. R.,
Costa, 1. C., de Almeida, C. L., Souza, S., Baudet, C. and Higa, R. H. 2003. STING
Millennium: a Web based suite of programs for comprehensive and simultaneous analysis
of protein structure and sequence. Nucleic Acids Research, 31:13, 3386-3392) que por sua
vez calcula mais de 700 descritores fisico-quimicos e estruturais para cada aminoacido de
determinada cadeia proteica depositada no repositério das estruturas macromoleculares
(PDB) ou entdo, gera as informag¢des correspondentes para os modelos estruturais e
encapsula os mesmos em um arquivo de saida em formato .TGZ. A partir de filtros bem
definidos, foram selecionados aminoacidos hidrofilicos, encontrados na superficie de
proteina, para serem mutados in silico por aminoacidos hidrofébicos. Um conjunto de
caracteristicas foi selecionado para monitorar como as mutagdes singulares afetam os
descritores dos aminoécidos do sitio catalitico. Foi demonstrado que as mutagbes geraram
minimas variagbes dessas caracteristicas inclusive nos modelos contendo mutagdes
multiplas, resultando dessa forma em modelos com area de superficie constituida por um
numero maior de aminoacidos hidrofobicos, aumentando assim a solubilidade em meios
hidrofébicos, como por exemplo, em meios de dleos vegetais.

A presente invengdo diz respeito também as proteinas mutantes obtidas através do

método de predicdo de mutantes descrito no presente relatorio.



10

15

20

25

16/26

A invengdo serd agora descrita em maiores detalhes por meio dos exemplos a seguir,

os quais ndo devem ser interpretados como limitadores do escopo da invengao.
EXEMPLO

Exemplo 1 — Identificago da proteina e seleco dos aminodcidos

A primeira etapa no desenvolvimento de possiveis mutantes da proteina Lipase é a
escolha de uma estrutura tridimensional base (template). Através do PDB, podemos
escolher a enzima Lipase B de Candida antarctica depositada sob o codigo 1TCB.pdb
(figura 1).

Na primeira etapa s@io escolhidos aminoacidos que se encontram na superficie
protéica, e que, portanto, promovem interagdes com o solvente. Como o objetivo é
desenvolver uma proteina com maior solubilidade em ambientes hidrofébicos, aminoacidos
polares serfio alvos de possiveis mutagdes na superficie protéica. Outra opgéo utilizada foi a
substitui¢do de aminodcidos apolares de baixa valor na escala de hidropatia por residuos
com maiores valores na mesma escala. Embora nfio seja sempre valida, a hipdtese que
residuos distantes estruturalmente do sitio catalitico néo interferem em nano-ambiente deste
mesmo sitio catalitico serd utilizada.

Exemplo 2 — Modelagem

Apés a selegdo dos aminoacidos alvos, foi utilizado o software Modeller (A. Sali &
T.L. Blundell. “Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints” J. Mol.
Biol. 234, 779-815, 1993) para a gera¢éio de modelos mutantes em relagéio a estrutura base
pelo método de modelagem por homologia. O software Modeller realiza a geragdo de
modelos utilizando a estrutura template como geradora de restri¢des espaciais aplicadas a
estrutura a ser modelada.

O arquivo de entrada consiste em alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos do
template (presente no PDB) com a sequéncia de aminoacidos que deseja modelar, como
ilustrado no quadro 1 abaixo. Os amino 4acidos sublinhados representam aqueles residuos
que substituiram os originais de template. Neste caso trata se de mutante multiplo que

nomeamos: “combol” e que contem todos os residuos listados na tabela 1.
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Tabela 1 - Aminoacidos de superficie proteica, polares e pouco hidrofobicos, selecionados
como alvos para mutagdo com base em sua distincia do sitio catalitico da enzima Lipase B
de Candida antarctica (1TCB.pdb) € no mesmo tempo contendo nenhum contato interno
com outros aminodcidos. Os aminoacidos listados em destaque (fundo cinza) sio levemente
hidrofébicos e por isto sfio considerados como candidatos apropriados para substituig8o por

Valina que € mais hidrofobica.

Ser-3
Thr-244

Ser-5 “ &
Arg-309 | Thr-316

Quadro 1 - Alinhamento entre a sequéncia de aminoécidos do template (presente no PDB)

com a sequéncia de aminoacidos que deseja modelar

>Pl; lich

structureX:1teb:1:A:317:A

LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGY TPCWISPPPFMLNDTQVNTEYMVNAITALY
AGSGNNKLPYLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVWQQTTGSALTTALRNAGGLTQIVPT
TNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITDCNPLPANDLTPE
QKVAAAALLAPAAAAIVAGPKQONCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP*

>PLlip]

LPYVVDPAFSQPKSVLDAGLTCQVASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLG Y TPCWISPPPEMLNDTQVNTEYMVNAITAL
YAGSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVS APSVWQQTTGSALTTALRNAGGLTQIVP
TTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSS YLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSALRSYTGQARSADYGITDCNPLPANDLTP
EQKVAAAYLLAPAAAAIVAGPKQNCEPDLMPYARPFAVGY TCSGIVYP*

ALINHAMENTO MODELLER

O processo foi repetido 8 vezes substituindo os aminoéacidos da tabela 1 com o

residuo Valina, uma vez que esse aminodacido possui elevado valor na escala de hidropatia

(tabela 2) além de ter tamanho menor quando comparado com os aminoacidos Leucina e
Isoleucina.

Tabela 2 - Escala de hidropatia de acordo com: “Radzicka, A. & Wolfenden, R.

(1988). Comparing the polarities of the amino-acids -- side-chain distribution coefficients

between the vapor-phase, cyclohexane, 1-octanol, and neutral aqueous-solution.
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Biochemistry 27, 1664-1670.” Amino acidos em destaque (fundo cinza) sdo hidrofobicos.

Hidropatia Aminoacido Hidropatia Aminoacido
-14.92 (Arg)  |0.94 @ly)
-8.72 (Asp)  |1.28 "f’i?}f(Cys)” Mg
-6.81 (Glu) 1.81 g (Ala)

-6.64 (Asn) 233 ‘f:’(Trp);
5.55 (Lys)  [2.35 (Met) g2
-5.54 (Gln)  |2.98 '(Ph_e)i

-4.66 (His)  [3.50 (o)

-3.40 (Ser)  |4.04
2.57 (Thr)  |4.92
-0.14 (Tyr)  4.92

Exemplo 3 — Minimizagfo de energia

Devido ao fato de modelos gerados pelo Modeller da forma descrita ndo passar por
nenhum refinamento da estrutura, foi utilizado o algoritmo de minimizagéo de energia do
pacote Gromacs para dindmica molecular (Van Der Spoel D, Lindahl E, Hess B, Groenhof
G, Mark AE, Berendsen HJ 2005 "GROMACS: fast, flexible, and free". J Comput Chem 26
(16): 1701-18), gerando dessa forma estruturas que passaram por etapas de relaxamento
das ligacdes entre os atomos da estrutura tridimensional da proteina, obtendo assim uma
estrutura similar a gerada pelo software Modeller, porém com energia global menor.

O campo de forga utilizado foi 0 Gromos96 (van Gunsteren, W. F.; Billeter, S. R.;
Eising, A. A.; Hiinenberger, P. H.; Kriiger, P.; Mark, A. E.; Scott, W. R. P.; Tironi, I. G
“Biomolecular Simulation: The GROMOS96 Manual and User Guide” vdf
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Hochschulverlag AG an der ETH Ziirich and BIOMOS b.v.: Ziirich, Groningen, 1996.),
com pardmetros existentes para aminodcidos e 4acidos nucléicos, além de ions como cdlcio,
cloro e também para moléculas de 4gua, uma vez que o protocolo utilizado utiliza solvente
explicito. O quadro 2 abaixo resume a sequéncia de comandos utilizados na geragdo de
modelos com essa etapa adicional de refinamento:

Quadro 2 - Sequéncia de comandos utilizados na gerago de modelos utilizando a etapa de

minimizag#o de energia

pdb2gmx -ff G53a6 -flip1.pdb -o lipl.gro -p lip1.top ~ignh
grompp ~v -f minim.mdp -¢ lip1.gro -p lip1.top -0 lipl-EM-vacuum.tpr
mdrun -v -deffnm lip1-EM-vacuum -c lipl-EM-vacuum.pdb

MINIMIZACAO GROMACS

A primeira linha de comando utiliza o arquivo em formato “pdb” como a entrada e
fazendo a conversdo para o arquivo de coordenadas do formato gromacs (.gro) e de
topologia (.top), utilizando o campo de forgas (que contém pardmetros para todos os
atomos de sistema) G53a6, que ¢ codigo para o campo Gromos96. Na segunda linha os
arquivos de topologia e coordenadas sdo unidos gerando o arquivo de saida no formato
“tpr” com parametros definidos pelo arquivo minim.mdp, que contém informagdo sobre
qual biblioteca e algoritmos devem ser utilizados, além de valores limites sobre até que
valor de energia a minimizag8o deve ser rodada. Na ultima linha de comando todos os
arquivos gerados sob o nome lipl-EM-vacuum s#o utilizados na rodada de dindmica
molecular tendo como arquivo de saida um arquivo no formato “pdb” com as coordenadas
dos atomos do sistema com energia global minimizada.

Seguindo esse procedimento foram gerados outros 8 modelos que serdio comparados
com os 8 modelos iniciais obtidos pelo Modeller, no 4mbito de seus valores do escore Vy.
Para que a comparagfo com a estrutura nativa seja mais proxima do ideal, foi utilizado o
mesmo procedimento de minimizacdo de energia para a proteina 1TCB.pdb.

Exemplo 4 — Analise dos modelos gerados
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Os 17 modelos gerados e a enzima Lipase B de Candida antarctica foram
analisados pelo software Blue Star STING, que armazena em seu banco de dados
(STING_DB) mais de 700 descritores fisico-quimicos, estruturais e evolutivas. Os valores
de cada um dos descritores para a enzima Lipase B de Candida antarctica estio pré
calculados e armazenados no STING_DB, enquanto que os descritores para os modelos
gerados pelo Modeller podem ser calculados pelo servidor do Blue Star STING, gerando
arquivos em formato TGZ. Os descritores utilizados na andlise comparativa estdo listados
na tabela 3.

Tabela 3 — Descritores fisico-quimico e estruturais usados na anélise comparativa
entre a estrutura nativa da enzima Lipase B de Candida antarctica (1TCB.pdb) e os modelos

mutantes gerados por homologia.

1. Energia de contatos nfio utilizados; |2. Contatos ndo utilizados; |3. Densidade;
4. Area de acessibilidade ao solvente; |5. Esponja; 6. Cross Link Order;
7. Cross Presence Order; 8. Hidrofobicidade; 9. Curvatura local;

Como o objetivo ¢ criar mutantes que mantenham a atividade da enzima nativa,
comparamos os valores das caracteristicas e descritores presentes no Blue Star STING para

os trés aminoacidos do sitio catalitico (Uppenberg J, Ohrner N, Norin M, Hult K, Kieywegt

GJ, Patkar S, Waagen V, Anthonsen T, Jones TA. Crystallographic and molecular-modeling

studies of lipase B from Candida antarctica reveal a stereospecificity pocket for secondary
alcohols. Biochemistry. 1995 Dec 26;34(51):16838-51). Pequenas mudangas estruturais
devem mudar ligeiramente as caracteristicas do sitio catalitico, levando a uma possivel
(neste caso inclusive, a desejavel) manuteng8o da atividade catalitica.

Apds monitorar as variagles e garantir que as mutagGes singulares influenciavam
minimamente nas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da triade catalitica, foram
geradas estruturas mutantes com mutagfes combinadas em um total de 4 modelos dos quais
dois foram criados utilizando o Modeller ¢ dois com uma sequencia de Modeller e
Minimiza¢io de Energia executada pelo Gromacs, e finalmente seguida pela andlise
comparativa com a estrutura nativa da Lipase B de Candida antarctica, uma vez que

muta¢Bes combinadas devem influenciar mais a solubilidade em meio hidrofobico da
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enzima em questdo do que as mutag¢des simples.

Com a geragfo dos modelos tridimensionais dos mutantes da proteina Lipase, foram
atingidas as condig@es para calculo dos descritores para os modelos o que foi realizado e os
arquivos em formato “TGZ” do software Blue Star STING foram gerados para cada um dos
modelos contendo as mutagdes descritas acima.

O valor de “Energia de contato nfo utilizados” e “Contatos ndo utilizados”
apresentaram valores da ordem do dobro dos valores observados em estrutura nativa, sendo
conseqiiéncia de um dos artefatos da modelagem por homologia com o Modeller. O mesmo
foi observado para a estrutura nativa apés o processo de minimizacdo de energia por
dindmica molecular. Dessa forma o pardmetro “Energia de contato ndo utilizados” e
“Contatos ndo utilizados” néio foram utilizados na andlise comparativa entre os modelos
gerados.

As figuras 3 a 5 mostram os resultados de cada um dos pardmetros da tabela 3 (com
excegdo dos pardmetros “Energia de contato ndo utilizados” e “Contatos n#o utilizados™) de
forma comparativa com os valores apresentados pela estrutura nativa 1TCB.pdb, para os
trés aminoécidos do sitio catalitico: Ser-105, Asp-187 e His-224, respectivamente.

Para quantificar quais mutantes perturbaram menos os aminoécidos do sitio
catalitico foi desenvolvido o “escore de variagdo” que mede a variaglo dos diversos
pardmetros em relagfio aos da estrutura nativa. Para cada parmetro presente nos graficos
das figuras 3 a 5 foi calculado o médulo da variagdio dos valores em relagéo ao da estrutura
ITCB.pdb:

7

V,- = Z ]PITCB,i, ;o A Muti,j

i=1

(D

onde V; € o escore de variagdo para o j-ésimo aminoécido do sitio catalitico (j=1 para Ser-

105, j=2 para Asn-187 e j=3 para His-224), B, € 0 valor calculado para o i-ésimo

pardmetro da estrutura 1TCB.pdb (i=1 para Acessibilidade, i=2 para Hidrofobicidade, i=3
para Curvatura, i=4 para Densidade com sonda esférica centrada no Carbono-alfa, i=5 para
Fator Esponja com sonda esférica centrada no Carbono-alfa, i=6 para Cross Link Order
centrado no Carbono-alfa, i=7 para Cross Link Order centrado no Carbono-beta, i=8 para

Cross Link Order centrado no LHA, i=9 para Cross Presence Order centrado no Carbono-
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alfa, i=7 para Cross Presence Order centrado no Carbono-beta, i=8 para Cross Presence

Order centrado no LHA, i=9) do j-ésimo aminoé4cido, da mesma formaP,,,,  é o valor

uli,j
calculado para o i-ésimo pardmetro do j-ésimo residuo de cada mutante construido. Dessa

forma ¥ representa a variagio dos pardmetros do residuo Ser-105 de cada mutante em
relagio aos pardmetros do residuo Ser-105 da proteina nativa 1TCB.pdb.

V, eV, representam o mesmo escore de variagfo para os residuos Asn-187 e His-224,

respectivamente.
Em seguida, foram somados para cada mutante os valores calculados pela equagio
(1), originando o escore ¥, que mede a variagho da todos os pardmetros de todos os

amino4cidos do sitio catalitico em relagfio a proteina nativa:

n=3, @

3
i=1

Para os modelos gerados com a etapa adicional de minimiza¢8o de energia por
dindmica molecular foi realizada a mesma analise descrita acima, porém com os pardmetros
“Energia de contato nfo utilizados” e “Contatos ndio utilizados” sendo levados em
consideraggio, uma vez que o template 1TCB.pdb (também sujeito a etapas de minimizaqﬁo
de energia) possui valores proximos ao dos outros mutantes construidos. Os graficos das
figuras 3 a 5 apresentam os parametros calculados para os aminoécidos do sitio catalitico,
Ser-105, Asp-187 e His-224, respectivamente, de todos os mutantes obtidos.

Os escores de variag8o foram calculados, gerando uma lista de melhores mutagdes,
no sentido de menor influéncia nos pardmetros da triade catalitica indico por menores

valores de V, , mostrados na tabela 4. A tabela 4 demonstra que a variagdo dos pardmetros

monitorados para todos os mutantes foi minima e por isto, todas as substitui¢des podetiam
ser utilizadas para gerag@o do mutante multiplo.

Esse procedimento foi repetido para as mesmas mutagdes, mas agora para 0s
modelos gerados com a etapa adicional de minimizag#o de energia por dindmica molecular.
Os graficos das figuras 6 a 8 indicam as variagbes dos pardmetros desses modelos, € a

tabela 5, os valores calculados para os escores de variagdo, indicando os melhores
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candidatos para a construgdo de mutantes com multiplas mutagdes.
Tabela 4 — Valores de escore de variagdo ¥, para cada mutante. Os valores menores

indicam menor influéncia dos residuos substituidos sobre os aminoacidos do sitio catalitico.

Muti,j

3 7
OV, é definido como V, = ZVJ aonde V, = Z |PITCB,,‘ i~ B
i=1 i=1

e
yE e

4 il
5,83 0,69 524 2,22 5,69
0,64 0,37 1,11 0,78 0,37 0,54 0,38

1,8 0,5 1,46 1,64 0,19 1,96 2,29
827 437 3,26 5,74 58 4,72 8,36

Como no caso anterior, verificou-se que as variagdes em pardmetros monitorados
dos todos os mutantes foram minimas.

Para o calculo dos escores de variag@o dessas amostras, levamos em consideragéio os
pardmetros “Energia de contato no utilizados” e “Contatos néo utilizados”, que devido a

ordem de grandeza do préprio pardmetro resultou em valores de ¥, bem acima dos célculos

feitos anteriormente para o procedimento sem etapas de minimizagéo de energia.

No total, com base nos resultados apresentados nas tabelas 4 e 5, geramos 2
mutantes com mutagdes multiplas - o combol, composto de todas as mutagSes estudadas
(lista dos amino 4cidos substituidos esta demonstrada na tabela 1) e combo2, composto
pelas mesmas mutagGes acrescido de outras duas mutagdes de aminodacidos: Ala_273 e
Asn_292, ambos com apenas dois contatos internos do tipo hidrofébico. Estes dois amino
acidos foram selecionados apds procurar qualquer amino acido na superficie proteica,
hidrofébico ou hidrofilico, que possui um indice de hidrofobicidade perto de linha de
separagdo entre as categorias hidrofobica e hidrofilica, € também tem o minimo de contatos
internos (tanto no sentido numérico quanto no sentido de valor energético). Este tltimo
mutante multiplo foi concebido na base de demanda de aumentar ainda mais o SHI das
lipases, substituindo residuos de Ala 273 e Asn_292 com Val.

Tabela 5 — Valores de escore de variagdoV, para cada mutante para os modelos

gerados com o software Modeller e com a etapa adicional de minimizag¢io de energia por

dindmica molecular, onde menores valores indicam menor influéncia dos residuos
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3
substituidos sobre os aminoacidos do sitio catalitico. O V é definido como ¥, =DV, a
i=1

7
onde V, = Z |P1Tc13,i, i Iy
=1

Muti,j

!
1160 139 2% 21 041 0,59 1,34 1,2 34 9,0
23 13 04 58 542 451 022 6,56 247 0%
3,88 14 1899 20 141 383 914 978 163 8,68
01 29 23 133 8,63 107 1734 151 18,69

Utilizando o escore ¥, para quantificar as variagdes que as mutagdes causaram nos
pardmetros da triade catalitica, foi aferido que o mutante “Combo 1” apresenta o menor
valor de ¥, porém, o combo 2 possui o maior valor de DmSHI. Entre estes dois modelos

deveria ser encontrado aquele que tem as caracteristicas ideais tanto para solubilidade em
meio hidrofébico, quanto para ter a sua funcionalidade minimamente alterada devido as
descritas substituigdes.

Ao final, ¢ usado um indice desenvolvido pelo grupo, o SHI (“Surface
Hydrophobicity Index”) que mede a hidrofobicidade de superficie de uma dada proteina em
isolagdo ou em complexo (Neshich IAP, De-Moraes FR, Salim JA, Mazoni I, Mancini A,
Jardine JG, Neshich G.: Surface Hydrophobicity Index (SHI): Insight Into The Mechanisms
Of Protein-Protein Associations. X-Meeting Eletronic Abstracts Book 2009). O SHI ¢
definido como uma associagfo entre a informagfo contina na area dos residuos e a
hidrofobicidade do amino4cido baseada em escalas conhecidas. A area acessivel ao solvente
¢ calculada usando o programa SurfV (Sridharan, S., Nicholls, A. and Honig, B. (1992) A
new vertex algorithm to calculate solvent accessible surface areas. Biophys. J., 61, A174.)
em termos da 4rea de superficie de Van der Walls. Scripts locais em Perl executam o
programa SurfV para as cadeias de lipases “em isolagio”, onde cada dada cadeia ¢
considerada uma molécula solitaria e sua area acessivel a superficie ¢ calculada. Os
arquivos de saida sdo editados e formatados por scripts em Perl e inseridos em bancos de

dados MySQL (usando MySQL server 5.0.67 (http:/www.mysql.com/)).
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Para definir o valor de SHI, € essencial definir o valor de ANHI (“Aminoacid
Normalized Hydrophobicity Index”), que é uma medida da hidrofobicidade do aminoécido
(extraida das escalas de hidropatia convencionais) normalizada pela drea relativa de
exposicio de um dado residuo “i” de uma cadeia de um arquivo PDB, de acordo com a

férmula a seguir:

ANHI i Acessibilidade de "i" x indice de hid bicidade de "i"
[Fi = - ae '
Acessibilidade maxima de "i" ndice de hidrofobicidade de "t

A Acessibilidade de “i” representa o valor de area acessivel ao solvente do residuo
“i” calculada pelo SurfV, Acessibilidade maxima de “i” representa o valor da acessibilidade
méxima para o aminodcido “i”, extraidos dos valores de Area de Superficie para
aminoacidos isolados do STING (Neshich G, Rocchia W, Mancini AL, Yamagishi ME,
Kuser PR, Fileto R, Baudet C, Pinto IP, Montagner AJ, Palandrani JF, Krauchenco JN,
Torres RC, Souza S, Togawa RC, Higa RH. 2004. JavaProtein Dossier: a novel web-based
data visualization tool for comprehensive analysis of protein structure. Nucleic Acids Res.
2004 Jul 1;32(Web Server issue):W595-601).0 valor de Indice de hidrofobicidade de “i” é
extraido de escalas convencionais, sendo que no presente trabalho usou-se a escala Radicka
(Radzicka, A. & Wolfenden, R. (1988). Comparing the polarities of the amino-acids -- side-
chain distribution coefficients between the vapor-phase, cyclohexane, 1-octanol, and

neutral aqueous-solution. Biochemistry 27, 1664-1670).

Finalmente, o SHI da cadeia isolada é calculado como a soma de todos os ANHIs de
residuos hidrofébicos (HB) da cadeia em questdo dividido como a soma de todos os ANHIs
de residuos hidrofilicos (HL) desta mesma cadeia, como mostrado a seguir:

> ANHI HB cadeia

SHI cadeia isolada = p
> ANHI HL cadeia

Sendo assim, este indice reflete uma medida da hidrofobicidade de superficie, sendo
esta maior, maior serd o SHI. Se a superficie contiver maior quantidade de amino4cidos
hidrofilicos, menor sera o SHI. Foi entfo calculado o SHI, para todos os mutantes e estes

foram comparados com o SHI da Lipase B usada como template (1TCB). Para compara-
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los, foi definido o “DmSHI” (diferenga dos mutantes em relagdo ao SHI da proteina nativa),
sendo o valor do SHI da 1tcb.pdb menos o SHI do mutante. Na figura 9 sio apresentados os
valores referentes aos mutantes simples e também os valores encontrados para os dois
mutantes multiplos. Na figura 10 ilustramos as mutagdes escolhidos na estrutura

tridimensional da proteina, assim como a regido do sitio catalitico.
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REIVINDICACOES

1. Meétodo para previsdo de mutantes que aumente o indice de hidrofobicidade da
superficie de proteinas caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) Selecionar a proteina de interesse para aumento de hidrofobicidade da sua superficie em
bancos de dados de estruturas macromoleculares;

b) Calcular as caracteristicas da proteina usando um software especifico e armazenar as
caracteristicas fisico-quimicas da proteina em banco de dados especifico (MySQL);

c) Selecionar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da proteina (superficie e sitio
catalitico) de acordo com interesse;

d) Definir valores limites para cada uma das caracteristicas selecionadas na etapa “c”;

e) Selecionar os aminoécidos cujas caracteristicas satisfizeram os valores de cada um dos
descritores selecionados na etapa “c” através de um software especifico;

f) Realizar uma modelagem por homologia com um software especifico com mutag3es
singulares modificando cada um dos aminodacidos selecionados na etapa “e” para o residuo
de interesse;

g) Realizar opcionalmente a minimizag8o de energia por dindmica molecular dos modelos
3D gerados na etapa “f”;

h) Monitorar a variagdo das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos aminoécidos
que compde o sitio catalitico através da comparagio dos descritores gerados pelo servidor
do software especifico;

i) Construir modelos de proteinas com mutagSes miltiplas baseadas nos melhores valores
de V4 para as mutagdes singulares estudadas, utilizando o software de modelagem;

j) Realizar opcionalmente a minimizagdo de energia por dindmica molecular dos modelos
3D gerados na etapa “i”’;

k) Avaliar os modelos com mutagdes multiplas pelo escore Vi, comparando com a estrutura
nativa;

1) Medir a variagdio da 4rea de superficie hidrofobica e do seu pardmetro SHI (Surface

Hydrophobicity Index) em relagfo a estrutura nativa da enzima selecionada



10

15

20

2/2

2. Método de acordo com a reivindicag8o 1 caracterizado pelo fato do banco de dados para
selecionar a proteina ser o Protein Data Bank-PDB

3. Método de acordo com a reivindicag@io 1 caracterizado pelo fato do software utilizado
para calcular e armazenar as caracteristicas fisico-quimicas da proteina selecionada ser o
Blue Star STING.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato do médulo especifico do
software utilizado para selecionar os aminodcidos cujas caracteristicas satisfizeram os
valores de cada um dos descritores ser o médulo 'PD do software Blue Star STING.

5. Método de acordo com a reivindicagio 1 caracterizado pelo fato do software utilizado
para modelagem por homologia ser um similar as funcionalidades de Modeller.

6. Método de acordo com a reivindicagiio 1 caracterizado pelo fato do software utilizado
para monitorar a variagdo das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos
aminodcidos ser o Blue Star STING.

7. Método de acordo com a reivindicagBio 5 caracterizado pelo fato dos descritores dos
aminoacidos estarem calculados e armazenados em arquivos com formato STING_TGZ.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato do pacote de dindmica
molecular ser um software com funcionalidades similares ao Gromacs.

9. Proteinas mutantes com o indice de hidrofobicidade aumentado na superficie
caracterizadas por serem obtidas através do método de qualquer uma das reivindicagdes de
la8.
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Asp-187-MD
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indice de Hidrofobicidade da Superficie
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METODO PARA PREVISAO DE MUTANTES QUE AUMENTEM O iNDICE DE
HIDROFOBICIDADE DA SUPERFICIE DE PROTEINAS

RESUMO
A presente invengdo refere-se a um método de engenharia de proteinas, no qual sdo
identificadas regides da superficie de enzimas que seriam passiveis de mutagdes que
influenciem de maneira reduzida as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
aminoacidos do sitio catalitico, com o objetivo de criar mutantes que apresentem a
superficie macromolecular mais hidrofébica. Esta tecnologia pode ser aplicada para o
desenho racional de enzimas com maior solubilidade em meios hidrofébicos como os 6leos

vegetais.
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