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RESUMO

A dependéncia por combustiveis fosseis tem fomentado o desenvolvimento de
solugdes alternativas baseadas em processos biotecnoldgicos para producdo de energia e
produtos quimicos a partir de fontes renovaveis. A biomassa lignoceluldsica apresenta grande
potencial para geracdo de biocombustiveis, por exemplo o etanol de segunda geragdo, e
outros bioprodutos como &cidos organicos. As celulases, hemicelulases e proteinas com
atividade auxiliar sdo essenciais no processo de liberagdo dos mondmeros de aglicares da
biomassa para posterior conversdo em produtos de valor agregado. As expansinas,
expansinas-like e mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo exemplos de
proteinas auxiliares que agem sinergicamente com enzimas lignoceluloliticas para a
degradacdo dos componentes da biomassa. Sendo assim, visando a producdo com alto
rendimento e a reducdo de custos destas enzimas, a otimizagdo de sistemas de expressao
recombinantes em microrganismos ¢ altamente desejada. Neste trabalho, a sequéncia de
genes que codificam para duas LPMOs (TLPMOI e TLPMO?2) e duas expansinas-like da
familia cerato plataninas (CP) (TLEX2 e TLEX3) foram buscadas no genoma do fungo
termofilico Thermomyces lanuginosus para expressdo heteréloga na levedura Komagataella
phaffii. As sequéncias génicas foram otimizadas e clonadas em vetor de expressdo com fator-
o de secrecdo (LPMO) e com fator de secre¢do nativo (expansina-like). Apos a
transformagdo genética de K. phaffii, os clones recombinantes foram cultivados em frascos
Erlenmeyer e a expressdo da proteina heter6loga foi avaliada pelas técnicas de SDS-PAGE e
Western-blot. Dentre as expansinas-like, apenas a proteina TLEX2 foi detectada e se
apresentou com tamanho proximo de 25 kDa. Apesar de clones recombinantes para TLPMO1
(sob controle do promotor GAP) terem sido obtidos, ndo houve deteccdo da proteina
recombinante. A expressao de TLPMO1 e TLPMO2 foi entdo avaliada sob controle do
promotor induzivel AOX1. Coldnias de K. Phaffii com TLPMOI e TLPMO?2 integrados
foram obtidas e apenas a expressdo da proteina recombinante TLPMO1 com tamanho
aproximado de 55 kDa foi confirmada. As proteinas TLEX2 e TLPMOI1 expressas foram
purificadas por coluna de afinidade His-tag, alcancando a concentracio maxima de proteina
purificada de 0,017 mg/mL e 4,4 mg/mL, respectivamente. Ensaios de sinergismo com
celulases foram realizados com TLEX2, porém a atividade da proteina ndo foi constatada. A
atividade da TLPMO1 foi confirmada por ensaio amplex-RED, que permite a detec¢do de
peroxido de hidrogénio (H202) formado pela enzima. Por fim, as proteinas expansina-like e
LPMO provenientes de 7. lanuginosus sdo descritas pela primeira vez neste trabalho e

apresentam grande potencial em aplicagdes biotecnologicas.

Palavras-chave: Komagataella phaffii, expressdo heterologa, proteinas acessorias, LPMO,

expansina-like, cerato plataninas, fungo termofilico.



ABSTRACT

The dependence on fossil fuels has promoted the development of alternative solutions
based on biotechnological processes for the production of energy and chemicals from
renewable sources. Lignocellulosic biomass presents great potential for the generation of
biofuels, for example second generation ethanol, and other bioproducts such as organic acids.
Cellulases, hemicellulases and proteins with auxiliary activity are essential in the process of
liberating the biomass sugar monomers for subsequent conversion into value-added products.
The expansins, expansins-like and lytic polysaccharides monooxygenases (LPMOs) are
examples of auxiliary proteins that act synergistically with lignocellulolytic enzymes for the
degradation of biomass components. In that way, aiming the production with high yield and
reduction of costs of these enzymes, the optimization of recombinant expression systems in
microorganisms are highly desired. In this work, the sequence of encoding genes for two
LPMOs (TLPMO1 and TLPMO?2) and two expansins-like from the cerato platanin (CP)
family (TLEX2 and TLEX3) were searched in the genome of the thermophilic fungus
Thermomyces lanuginosus for heterologous expression in the yeast Komagataella phaffii.
The gene sequences were optimized and cloned into heterologous secretory factor (LPMO)
and native secretory factor (expansin-like) expression vector. After the genetic transformation
of K. phaffii, the recombinant clones were cultured in Erlenmeyer flasks and the expression
of the heterologous protein was evaluated by SDS-PAGE and Western-blot techniques.
Among the expansins-like, only the TLEX2 protein was detected and presented with an
aproximated size of 25 kDa. Although recombinant clones for TLPMO1 (under GAP
promoter control) were obtained, there was no detection of the recombinant protein. The
expression of TLPMOI and TLPMO2 was then evaluated under control of the AOXI1
inducible promoter. K. Phaffii colonies with integrated TLPMO1 and TLPMO2 were
obtained and only the expression of recombinant TLPMO1 protein with approximate size of
55 kDa was confirmed. Expressed TLEX2 and TLPMOI1 proteins were purified by His-tag
affinity column, reaching the maximum protein concentration of 0.017 mg/mL and 4.4 mg/
mL, respectively. Synergism tests with cellulases were performed with TLEX2, however the
activity of the protein was not verified. The activity of TLPMO1 was confirmed by amplex-
RED assay, which allows the detection of hydrogen peroxide (H>O;) formed by the enzyme.
Finally, the proteins expansin-like and LPMO from 7. lanuginosus are described for the first

time in this work and present great potential for biotechnological applications.

Key words: Komagataella phaffii, heterologous expression, accessory proteins, LPMO,

expansin-like, cerato platanin, thermophilic fungus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biomassa como fonte de energia

Os combustiveis fosseis, como carvao, gas e petroleo, sdo considerados fontes de
energia ndo renovaveis, pois ndo sdo capazes de se formar em um curto periodo de tempo.
Durante o século XX, estas fontes foram extensivamente utilizadas para geracdo de energia e
produtos quimicos. Devido ao uso excessivo, a emissdo de gas carbonico (COz) levou a
alteracdes climaticas e poluicdo ambiental. Os recursos petroquimicos sdo finitos e devido ao
aumento de demanda energética estdo cada vez mais caros, gerando um aumento de pregos
em setores essenciais em todo o mundo. Levando em considera¢dao os fatores ambientais ¢
também econdémicos, a busca por alternativas de energia limpa e sustentavel tem sido
bastante discutida no mundo atual. Diversos estudos estdo investigando solu¢des baseadas em
processos biotecnoldgicos renovaveis e sustentdveis para a producdo de energia em
alternativa aos combustiveis fosseis (FATMA et al, 2018).

De acordo com a agéncia internacional de energia (International Energy Agency —
IEA), foram realizadas andlises demonstrando tendéncias e desenvolvimento globais em
energia sustentavel (hidroelétrica, solar, eolica, bioenergia e outros). Sendo assim, a
participag@o das energias renovaveis em resposta a uma demanda mundial foi prevista para o
crescimento de um quinto nos proximos cinco anos, atingindo 12,4% em 2023. Dentre os
paises apresentados na Figura 1, o Brasil de acordo com a proje¢do, ¢ o pais que mais
consumira energia renovavel chegando aproximadamente a 45% do consumo total em 2023.
Devido a politicas de reducdo na emissdo de gases que contribuem para o aquecimento
global, a Unido Europeia, China e India também aumentario o consumo de energia renovével
até¢ 2023. Como pode ser visto, a bioenergia que ¢ a energia contida na biomassa de plantas,
tem participagdo importante nas diferentes matrizes energéticas (Figura 1) e ainda apresenta
grande potencial para utilizacdo em diversos setores como eletricidade e transporte (BIROL,
2018).

A biomassa pode ser proveniente de diferentes fontes como por exemplo: residuos da
agricultura e agroindustria, lixo orgénico (restos de alimentos) e residuos florestais (madeira)
(Figura 2). Estes residuos t€ém sido apontados como uma fonte alternativa para produgdo de
biocombustiveis e biocompostos, como por exemplo: 4dcidos organicos. O bagaco da cana de
acucar, a palha de arroz e trigo sdo fontes de energia baratas e ndo competem com a producao

de alimentos. Sendo assim, o interesse pela biomassa ¢ também motivado pelo fato de



reduzirem a necessidade de ampliar as areas de cultivo, diminuindo a emissdo de gases que
contribuem para o aquecimento global (BRETHAUER; STUDER, 2015). Neste contexto, o
conceito de biorrefinarias pode ser introduzido pois € baseado na integragdo de processos de
conversao de biomassa para a producdo de combustiveis, energia e produtos quimicos. A
utilizacdo da biomassa lignocelulésica tem sido amplamente avaliada, e assim, apontada
como forma de viabilizar economicamente a cadeia produtiva de biocombustiveis, valorar
residuos e coprodutos e reduzir a eliminagdo de residuos industriais (PAES; ALMEIDA,

2014).

Consumo de energia renovdvel em mercados mundiais, 2017 e 2023
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Figura 1- Consumo de energia renovavel em 2017 e projecdo para 2023. Consumo de energia: hidroelétrica,
eolica, bioenergia, solar e outros dos mercados mundiais. A unidade do eixo y significa tonelada de o6leo
equivalente, do inglés fonne of oil equivalent (toe). Esta ¢ uma unidade de medida de energia definida como
“quantidade de energia liberada pela queima de uma tonelada de petrdleo bruto”. Fonte: Birol, International
Energy Agency (IEA), 2018.
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Figura 2- Diferentes fontes de biomassa existentes. Estes sdo alguns exemplos de biomassa que podem ser
utilizados para a producdo de biocombustiveis e bioprodutos. Fonte: autora.
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1.1.1 Estrutura da biomassa lignoceluldsica

A lignocelulose ¢ um material complexo que faz parte da parede celular de plantas,
que € constituida principalmente por celulose (40-50%), hemicelulose (25-30%) e lignina
(15-20%), nas quais estas propor¢des podem variar dependedo da espécie de planta. Ainda,
podem conter pequenas quantidades de pectina, compostos inorganicos e outros
componentes. Nesta organizacdo, a celulose ¢ revestida pela hemicelulose formando uma

rede aberta, na qual os espagos sdo preenchidos por lignina (Figura 3) (LEE et al, 2014).

Hemicelulose Microfibrila

Hemicelulose

Celulose

Lignina

~

Lignina

Figura 3- Organizacio da estrutura da parede celular de plantas. Componentes da biomassa lignoceluldsica

e secgdo transversal da microfibrila de celulose incorporadas em uma matriz de hemicelulose e lignina.

Adaptado de Lee et al, 2014.

A celulose ¢ o componente mais abundante da parede celular, sendo um polimero
linear ¢ homogéneo composto por unidades de glicose ligadas umas as outras por ligagdes
glicosidicas B-1,4. Em sua forma cristalina, a celulose ¢ formada por cadeias que interagem
entre si por pontes de hidrogénio formando estruturas altamente insoliveis e organizadas
denominadas microfibrilas. Em adicdo a regido cristalina, a celulose contém regides amorfas

em que o grau de compactacao ¢ menor (Figura 4) (DE SOUZA, 2013).



Regioes amorfas

Regido cristalina

Figura 4- Organizac¢io da estrutura das fibras de celulose. As fibras sdo organizadas em regides cristalinas e

amorfas. Adaptado de Lee et al, 2014.

A hemicelulose ¢ um polissacarideo heterogéneo composto por diferentes unidades de
acucares e ¢ considerado o segundo componente mais abundante da parede celular. Este
heteropolimero ¢ classificado de acordo com a maioria dos residuos de aglicares presentes em
sua cadeia, que podem ser tanto pentoses (C5 - xilose e arabinose), como hexoses (C6 -
glicose, manose e galactose) (Figura 5) (BRANDT et al, 2013). Além disso, a composi¢do da
cadeia principal depende também da origem da matéria prima. As duas mais abundantes e
representativas hemiceluloses sdo as cadeias de hetero xilanas 1,4-B-D-xilanas e hetero
mananas com cadeias 1,4-B-D-mananas. As xilanas sd3o os principais constituintes em
madeiras duras e gramineas, enquanto as mananas estdo presentes em madeiras macias € em
estruturas especializadas das plantas como sementes e frutas. Adicionalmente, as cadeias de
hemicelulose podem ser ramificadas contendo grupos laterais como metil, acetil, feruloil e
também &cidos organicos como galacturonico e p-cumarico (CHAUHAN et al., 2012; DE

SOUZA, 2013).

OH OH Ho OH 0% OH
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D-Glicose D-Manose D-Galactose D-Xilose L-Arabinose

Figura 5- Principais acicares constituintes de hemiceluloses. Os agucares, pentoses (xilose e arabinose) e

hexoses (glicose, manose e galactose) podem ser encontrados na hemicelulose. Adaptado de Brandt et al, 2013.

A lignina ¢ uma macromolécula bastante insoltivel, composto por unidades de
fenilpropanoides. As suas cadeias sdo formadas por trés mondmeros que sdo unidos por

ligacdes covalentes, sdo eles os alcoois p-cumarilico, guaiacilico e sinapilico. Entre as suas



caracteristicas estdo a impermeabilidade e reforgo estrutural a parede celular de plantas. A
sua concentracdo também ¢ variavel em diferentes matérias primas, como exemplo a madeira
macia possui uma maior quantidade de lignina quando comparada a outros tipos de biomassa
(DE SOUZA, 2013).

A interacdo entre os componentes da biomassa lignoceluldsica proporciona uma alta
complexidade e estabilidade estrutural da parede celular das plantas, garantindo a resisténcia
natural contra a atividade microbiana e a desconstru¢cdo enzimatica. Esta resisténcia natural é

referida como a recalcitrancia da biomassa (BRETHAUER; STUDER, 2015).
1.1.2 Hidrdlise da biomassa: conversdo de acuicares em biocombustiveis e bioprodutos

Para a producdo de biocombustiveis e bioprodutos, a biomassa lignoceluldsica deve
ser pré-tratada para que ocorra o afrouxamento da celulose, hemicelulose e lignina (Figura 6).
Um fracionamento ideal da biomassa deve evitar a ruptura da estrutura ou perda de celulose,
hemicelulose e lignina, ser economicamente vidvel e minimizar a producdo de residuos
toxicos. Atualmente existem diversos tipos de pré-tratamento: o fisico (moagem); quimico
(acidos e bases), fisico-quimico (explosdo a vapor) e bioldgico (microrganismos e enzimas).
Esta etapa ¢ muito importante pois reduz a recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica
permitindo o acesso das enzimas responsaveis pela liberacdo dos agticares durante a hidrolise

(AREVALO-GALLEGOS et al., 2017).
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Figura 6- Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica. Desestruturagdo da biomassa lignocelulésica através

do pré-tratamento liberando a celulose, hemicelulose e lignina. Adaptado de Lee et al 2014.



Apds o pré-tratamento, o processo de hidrolise ¢ responsavel pela quebra dos
carboidratos complexos da biomassa em agucares monoméricos. A hidrélise pode ser
realizada através de processo bioldgico (enzimatico) ou fisico-quimico (tratamento com
acidos e bases em diferentes temperaturas, por exemplo). Contudo, a hidrdlise enzimatica
apresenta certas vantagens em relacdo a quimica: ndo gera inibidores para a etapa de
fermentagdo, utiliza baixo consumo de energia e condi¢des de reagdo simples e favoraveis ao
meio ambiente (MAITAN-ALFENAS et al, 2015). Coquetéis enzimdticos contendo
diferentes classes de enzimas (como celulases e hemicelulases), em combinacdo com
proteinas que possuem atividade acessOria (expansinas e mono-oxigenases liticas de
polissacarideos - LPMOs) podem ser desenvolvidos para a desconstrucdo sinérgica dos
componentes da biomassa lignocelulosica (SILVA et al, 2017).

A galactose, manose, glicose, xilose e arabinose sdo exemplos de acucares liberados a
partir da hidrélise da biomassa que podem ser utilizados como produto final ou matéria prima
para fermentagdo e producdo de biocombustiveis, como o etanol e metanol, e outros
compostos quimicos como acidos organicos. No Brasil, duas empresas (Raizen e GranBio) ja
vém aplicando a hidrélise enzimatica da lignocelulose para liberacdo de monomeros de

acucares para emprego na producdo de bioetanol (etanol 2G) (SILVA et al, 2017).

1.2 Enzimas lignoceluloliticas

A identificagdo e caracterizacdo de enzimas capazes de romper as ligagdes presentes
na biomassa lignoceluldsica ¢ de grande interesse. No conceito classico, para a hidrélise da
celulose sdo essenciais o sinergismo de 3 classes de enzimas: celobiohidrolases
(exoglucanases), endoglucanases e B-glucosidase. As fibras de celulose sdo primeiramente
clivadas pelas endoglucanases nas porc¢des internas e amorfas, liberando fragmentos menores
com extremidades redutoras e ndo redutoras. Entdo, estes fragmentos sdo atacados pelas
extremidades pela celobiohidrolase gerando oligossacarideos (celobiose) que sdo substratos
para a B-glucosidase. A ac¢do desta enzima cliva a celobiose (dissacarideo composto por duas
moléculas de glicose) e por fim, libera os residuos de glicose que compunham a celulose
(MAITAN-ALFENAS et al, 2015). Atualmente, diversos estudos como revisado no trabalho
de Horn e colaboradores (2012) demonstraram a ag¢do de enzimas oxidativas (como LPMOs)
capazes de degradar a celulose em conjunto com celulases.

As enzimas capazes de clivar as ligagdes glicosidicas entre carboidratos ou entre

grupamentos de carboidratos e ndo carboidratos estdo classificadas no grupo de hidrolases



glicosidicas, do inglés glycoside hydrolases (GH). Estas proteinas estdo agrupadas com base
em sua similaridade na sequéncia de aminodcidos, mecanismos cataliticos e também em suas
caracteristicas estruturais. O banco de dados CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) utiliza
este sistema de classificacdo que foi proposto por Henrissat e Davies (1997) e sdo divididas
em 149 familias. Neste banco de dados, também estdo classificados modulos nao cataliticos
denominados de modulos de ligacdo ao carboidrato (CBM) que auxiliam na liga¢do da
enzima ao substrato e compdem a estrutura de muitas enzimas GH. Além destas, o CAZy
ainda possui classificagdo para familias de esterases de carboidratos (do inglés carbohydrate
esterases, CE) e liases de polissacarideos (do inglés polysaccharide lyases, PL)
(HENRISSAT; DAVIES, 1997).

De acordo com a classificacio do CAZy, existe uma classe denominada auxiliary
activity (AA) do inglés, que agrupa proteinas com atividade auxiliar. Esta ¢ dividida em 15
familias, dentre as quais seis sd3o de LPMOs: AA9, AA10, AA1l, AA13, AA14 e AAIS.
Estas exercem um papel essencial na desconstru¢do da biomassa, pois possuem uma agao
sinérgica com as GHs aumentando a quantidade de acucar liberado. Assim, a atividade
hidrolitica de enzimas como a endoglucanase e celobiohidrolases, aumentam na presenca de
enzimas acessorias como LPMOs, pois estas liberam novos pontos de acesso na superficie do

substrato para a¢do das GHs, através de seu mecanismo oxidativo. (Figura 7) (HORN et al,
2012).
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Figura 7- Hidrdlise da celulose através de enzimas celuloliticas e enzimas acessorias. As endoglucanases
(EG) agem na regido interna ¢ amorfa da celulose enquanto que as celobiohidrolases (CBH) possuem um
mecanismo de acdo pelas extremidades. Estas enzimas podem ter um modulo de ligagdo ao carboidrato (CBM)
que facilitam a ligagdo ao substrato. As enzimas auxiliares da familia GH61 (reclassificadas para a familia AA9)
sdo LPMOs e possuem um mecanismo de agdo oxidativo, onde o doador de elétrons pode ser ndo enzimatico ou
enzimatico (CDH-celobiose desidrogenase). Os circulos vermelhos representam os agucares oxidados e as setas
indicam novos pontos de ataque para as CBHs e uma possivel consequéncia da agdo das LPMOs. Adaptado de
Horn et al 2012.



Além destas, existem proteinas que possuem atividade disruptiva nao-hidrolitica mas
que sdo capazes de afrouxar a parede celular de plantas e que podem possivelmente facilitar a
etapa de hidrélise enzimatica. Estas proteinas sdo conhecidas como expansinas ou
expansinas-like que podem exibir sinergismo com outras classes de enzima para a degradagao
da celulose (COSGROVE, 2017).

Por ser uma estrutura quimicamente mais complexa, a hidrolise da porcao
hemicelulosica da biomassa requer diferentes tipos de enzimas para sua degradagdo.
Xilanases e B-mananases sdo responsaveis pela hidrolise de diferentes aglicares presentes na
hemicelulose, dentre outras enzimas capazes de degradar esta por¢do da parede celular de
plantas. As atividades destas GHs podem ainda ser aumentadas em sinergia com outros tipos
de enzimas, como a feruloil esterase (FE) importante proteina que age sinergicamente com
enzimas hemiceluloliticas facilitando o seu acesso a biomassa (MAITAN-ALFENAS et al,
2015). Assim como a FE, existem outras proteinas que exercem atividade auxiliar na

degradacdo da hemicelulose conforme revisado no trabalho de Souza (2013).

1.2.1 Proteinas com atividade acessoria

1.2.1.1 Mono-oxigenases liticas de polissacarideos - LPMOs

As LPMOs s3ao metaloenzimas que agem na despolimerizacdo oxidativa do
polissacarideo juntamente com o oxigénio molecular e um doador de elétrons, o qual pode ser
enzimatico ou ndo. As LPMOs podem ser provenientes de diferentes organismos, como por
exemplo bactérias, fungos e até mesmo insetos (SABBADIN et al, 2018). A identificacao
destas tém atraido bastante aten¢do nos ultimos anos, devido ao seu potencial de aplicagdo
em biorefinarias para conversao da biomassa lignocelulosica. A diversidade das sequéncias
génicas de LPMOs secretadas por fungos demonstram as especificidades de substratos
polissacaridicos distintos destas enzimas. A atividade de LPMOs foi demonstrada em
variados substratos, como por exemplo: celulose, quitina, xilana e manana (SIMMONS et al,
2018). A familia AA9 agrupa um diverso nimero de LPMOs fungicas, as quais eram
anteriormente classificadas como GH61. A familia GH61 era caracterizada por sua baixa
atividade de endoglucanase e seu mecanismo ainda era pouco conhecido. Somente era de
conhecimento que as proteinas GH61 tinham a capacidade de aumentar a atividade de
celulases e necessitavam de ions divalentes para permitir sua atuagdo (MONCLARO;

FILHO, 2017).



O mecanismo de agdo das LPMOs nao foi completamente elucidado, mas modelos
foram propostos em 2014 por Kjaergaad et al e Kim et al. Este modelo propde a ligagdo de
oxigénio (02) e a reducdo do complexo LPMO-Cu(Il) para LPMO-Cu(I), formando um
intermediario entre o oxigénio e o cobre (Figura 8). Este abstrai um atomo de hidrogénio do
substrato e adiciona um grupamento hidroxila por um mecanismo conhecido como
recombinacdo de oxigénio (do inglés, oxygen rebound). Este mecanismo, ¢ descrito como a
hidroxilagdo de compostos organicos mediados por oxigenases contendo ions em seu centro
catalitico. A ligacdo glicosidica ¢ entdo desestabilizada e rompida através de uma reagdo de
eliminagdo (4&tomos ou moléculas) (MONCLARO; FILHO, 2017).

A cada molécula de oxigénio utilizada quatro elétrons sdo fornecidos para a reagdo, na
qual dois destes sdo provenientes do substrato e outros dois de doadores de elétrons. Estes
podem ser moléculas redutoras como 4cido gélico ou ascérbico ou ainda de compostos
soluveis derivados da biomassa (por exemplo, fenodis provenientes da lignina). Ainda, os
doadores podem ser de origem enzimdtica como a celobiose desidrogenase (CDH). A
coordenacdo do metal divalente (cobre) ¢ realizada por um conjunto de histidinas (histidine
brace) no sitio ativo (MONCLARO; FILHO, 2017). Na auséncia de substrato, as LPMOs
produzem um superdxido protonado, que pode ser convertido em peroxido de hidrogénio

(H20,) (TANDRUP et al, 2018).

Acido
CDH gélico
0 \ Y Doador de elétrons o Subst%to P P
— . () (A~ ) [ )
1‘ VX )/ %—5 y \\\/; _—l c ‘I‘I \/,‘ - 5 \,\ cu| J
“Cull” 2H H,0 Cull u
| 2e |
0 o]

Oxidagdo de C1
R?.; >&J§:v;zvﬂa$ ;J:}‘)\W + Hzo
I ™
R0 ~OH -m"f:x‘:} or + H0
i

Oxidagdo de C4

Figura 8- Mecanismo de a¢do da enzima LPMO. O mecanismo de reacdo das LPMOs esta relacionado com a
ligacdo de oxigénio (02) e a reducdo do complexo LPMO-Cu(II) para LPMO-Cu(I), formando um intermediario
entre o oxigénio e o cobre. Os doadores de elétrons podem ser tanto enzimaticos (CDH) ou moléculas redutoras
(4cido galico). A ligacdo glicosidica ¢ entdo desestabilizada e rompida através de uma reacdo de eliminacgdo. O

carbono C1, C4 ou C1 e C4 podem ser oxidados. Fonte: autora.



Algumas LPMOs sdo capazes de oxidar especificamente o carbono C1, enquanto
outras oxidam apenas o C4, ou oxidam ambos os carbonos C1 e C4. A oxidac¢do do carbono
C1 resulta na formag¢ao da extremidade redutora de lactona, que quando presente em solucao
aquosa ¢ hidratada gerando 4acido aldonico. J& a oxidagdo do carbono C4, gera uma

extremidade ndo redutora de ceto-aldose (Figura 9) (HEMSWORTH et al, 2015).
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Figura 9- Mecanismo de oxida¢io por LPMO do carbono C1 e C4. Quando o carbono C1 ¢ oxidado, uma
extremidade ndo redutora de lactona ¢ formada, a qual ¢ hidratada a 4cido aldonico. Quando o carbono C4 ¢

oxidado, uma extremidade ndo redutora de cetoaldose ¢ produzida. Figura adaptada de Hemsworth et al, 2015.

As LPMOs compartilham uma estrutura tercidria de sanduiche-8 semelhantes a de
imunoglobulinas, estabilizadas por regides hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e pontes
dissulfeto. O centro catalitico esta localizado em uma superficie plana de um dos lados da
cadeia de sanduiche-B. A estrutura apresenta trés loops extensos e varidveis que estdo
implicados na superficie de ligagdo e especificidade do substrato (Figura 10)
(HEMSWORTH et al, 2015; MONCLARO; FILHO, 2017).

Desta forma, as LPMOs sdo capazes de oxidar polissacarideos e desempenham
importante papel juntamente com outras enzimas para a desconstrucdo da biomassa
lignoceluldsica. A descoberta de novas LPMOs sinergicamente ativas para compor os

coquetéis enzimaticos de desconstrugdo da biomassa ¢ fortemente desejada.
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LS loop

Figura 10- Estrutura terciaria de uma LPMO da familia AA9 de Phanerochaete chrysosporium. O centro

catalitico planar ¢ observado em uma das regides da estrutura sanduiche B. Adaptado de Wu et al, 2013.

1.2.1.2 Expansinas e expansinas-like

As expansinas sdo proteinas que desenvolvem importantes funcdes fisiologicas
ligadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Estas sdo capazes de romper as
ligagdes de hidrogénio entre os polissacarideos da parede celular sem atividade hidrolitica,
afrouxando-a. Nenhuma atividade enzimatica foi confirmada para expansinas provenientes de
plantas e microrganismos, e desta forma, estas sdo chamadas de proteinas de afrouxamento
de parede (wall-loosening, do inglés), e ndo enzimas. Apesar de o mecanismo de acdo destas
proteinas ndo ser completamente elucidado, estudos recentes demostraram que estas estdo
relacionadas com a plasticidade da parede celular que ¢ fundamental para os processos
fisiologicos das plantas. Adicionalmente, as expansinas podem ter papéis relacionados a fator
de viruléncia e sinergia com celulases (COSGROVE, 2017).

As expansinas de plantas sdo classificadas em superfamilias que codificam para
proteinas de tamanho molecular pequeno. Estas podem ser divididas em familias de B-
expansina sendo constituidas de principais alérgenos do pdlen de gramineas, e o.-expansinas
relacionadas com o crescimento da planta em pH &acido. Ambas as familias ja foram
comprovadas com atividades relacionadas ao afrouxamento da parede celular de plantas.
Além destes, existem os subgrupos expansina-like A e expansina like-B que sdo conhecidas
apenas por suas sequéncias génicas. Ainda, a familia expansina-like X que possui sequéncias
génicas remotamente semelhantes a expansinas de plantas ou microrganismos (MAROWA et

al, 2016). Estas proteinas apresentam dois dominios conservados em sua sequéncia: o
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dominio I que apresenta homologia ao dominio catalitico das proteinas GH da familia 45
(GH45) e o dominio 2 que ¢ homdlogo ao grupo 2 de alérgenos do polén (SAMPEDRO;
COSGROVE, 2005).

As expansinas sdo secretadas em sua maioria por plantas, ¢ 0s microrganismos como
fungos e bactérias, produzem as chamadas expansinas-like. Estes tipos de proteinas
compartilham similaridades na sequéncia génica e estrutura com as expansinas, como por
exemplo as swoleninas (SWO) e cerato plataninas. A SWO ¢ uma proteina capaz de romper
as fibras de celulose, porém sem atividade hidrolitica confirmada. Esta foi isolada de
Trichoderma reesei a qual apresenta similiridade de sequéncia a expansinas de plantas. As
SWO possuem em sua sequéncia domininio conservado no C-terminal para expansinas-like e
CBM conservado no N-terminal, além de um dominio conservado para fibronectinas.

As cerato plataninas (CP) sdo proteinas de tamanho molecular pequeno relacionadas,
em sua maioria, com fungos fitopatogénicos. Assim como as expansinas, estas proteinas nao
apresentam atividade hidrolitica e possuem o dominio I conservado em sua sequéncia génica.
Atualmente, as proteinas CP estdo classificadas no banco de dados Pfam (o qual agrupa
proteinas com base no alinhamento multiplo de sequéncias) na familia cerato platanina
07249. Estudos recentes demonstraram as fun¢des de CP como moduladoras na defesa de
plantas e relacionadas ao afrouxamento de papel de filtro in vitro (COSGROVE, 2017). A
estrutura tridimensional de uma CP do fungo Ceratocystis platani foi elucidada no trabalho
de Oliveira e colaboradores (2011). Esta tem por caracteristica uma estrutura bastante
semelhante ao encontrado em endoglucanases e ao dominio I de expansinas. Conforme pode
ser observado na Figura 11, a CP possui duas a-hélices e seis folhas-f3 que formam a dobra
dupla do yp-barril.

Sendo assim, expansinas e expansinas-like apresentam a capacidade de afrouxar a
celulose parede celular de plantas, mas poucas destas proteinas apresentam sinergismo com
celulases (BACELLI et al, 2014). Portanto, a identificagdo destas proteinas com alto efeito
sinérgico na hidrélise da celulose ¢ desejada para sua aplicagdo no processo de degradacio da

biomassa lignocelulosica.
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Figura 11- Estrutura tridimensional de uma cerato platanina de Ceratocystis platani. A estrutura possui
duas o-hélices e seis folhas-f3, formando a dobra dupla do yf-barril, elucidada por Oliveira et al (2011).

1.3 Fungos produtores de expansinas-like e LPMOs

Diversos microrganismos produzem enzimas para degradacdo da parede celular de
plantas, a fim de adquirirem nutrientes para sua sobrevivéncia. Os fungos saprofiticos
utilizam material organico em decomposicao, como folhas e madeiras, para obterem energia.
Estes representam um papel essencial na degradacdo da biomassa, produzindo diversas
enzimas que degradam carboidratos (DE SOUZA, 2013). Para auxiliar na degradacdao do
substrato lignoceluldsico, os fungos podem secretar proteinas com atividade auxiliar. As
espécies do género Trichoderma sdao importantes produtores de enzimas com aplicagdes
biotecnolodgicas secretando celulases, hemicelulases e LPMOs para a degradacdo da biomassa
conforme revisado no trabalho de Druzhinina e Kubicek (2016).

Assim como Trichoderma, o género Aspergillus também ¢ um importante produtor de
enzimas utilizadas na degradag¢do da biomassa. Diversos trabalhos reportam a expressao de
LPMOs por este género, por exemplo Nekiunaite e colaboradores (2016) demonstraram a
produgdo desta proteina pelo fungo Aspergillus nidulans. Outra proteina acessoria produzida
por uma diversidade de microrganismos sdo as expansinas-like, que podem ser expressas por
ascomicetos como Trichoderma, Penicilium e Aspergillus conforme revisado por Kubicek e
Kubicek (2016). Devido a esta diversidade de géneros produtores de proteinas acessorias, o
estudo de varias espécies, como por exemplo Thermomyces lanuginosus, tem sido feito para

descoberta de novas enzimas com potenciais aplicagdes biotecnologicas.
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1.3.1 Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosus (antigo Humicola lanuginosus) ¢ um fungo aerdbio e
termofilico pertencente ao filo Ascomicota e familia Trichomaceae. Thermomyces ¢ um
género de degradadores da biomassa lignocelulosica e podem ser encontrados em matéria
organica em decomposi¢cdo em diversas regides do mundo. A reproducdo de 7. lanuginosus
acontece apenas na forma assexuada, através da formagdo de conideos (HOUBRAKEN et al,
2014). Por serem termofilicos, apresentam temperatura 6tima de crescimento de 50 °C e suas
enzimas por consequéncia, sdo termo resistentes. Esta caracteristica gera bastante interesse
comercial, devido a estas enzimas serem mais termo resistentes do que proteinas produzidas
por microrganismos meso6filos. Assim, estas podem ser empregadas em reagdes com
temperaturas mais elevadas sem perder sua atividade (SINGH et al, 2003).

Existe uma diversidade de proteinas que podem ser encontradas no sobrenadante da
cultura de fungos quando cultivados em substratos distintos. O fungo 7. lanuginosus ¢ capaz
de produzir em sua maioria enzimas hemiceluloliticas. Diversos estudos vém demonstrando a
capacidade destes fungos de produzir xilanases, mananases e outras hidrolases de glicosideos.
Assim, a producdo de suas enzimas tem atraido bastante o interesse da industria,
principalmente a de papel que utiliza a xilanase em alternativa a produtos quimicos para o
branqueamento da celulose. Porém, a presenca de outras classes de proteinas, como por
exemplo as acessorias, produzidas por 7. lanuginosus foi pouco avaliada. Desta forma, novos
estudos devem ser realizados para identificagdo de outros tipos de proteinas além das ja
tradicionalmente estudadas (xilanases, lipases € mananases) (SINGH et al, 2000; SINGH et
al, 2003).

1.4 Producio de proteinas heterologas por Komagataella phaffii

A expressao heterdloga consiste na introducdo de DNA ex6geno em um organismo,
que codifica para uma determinada proteina de interesse, em uma célula de modo que a
maquinaria celular do hospedeiro produza a proteina exdgena. Esta tecnologia de DNA
recombinante para clonagem e expressdo pode ser feita em variados hospedeiros como
bactérias, leveduras, fungos filamentosos, células de mamiferos e insetos. Desta forma, a
escolha de um sistema de expressdo adequado ¢ essencial para a produgdo eficiente da

proteina de interesse, pois caracteristicas como tempo de crescimento, custo e modificagdes
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pos-traducionais variam entre hospedeiros (GOMES et al.,, 2016). As vantagens e

desvantagens destes sistemas de expressao estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1- Vantagens e desvantagens dos diferentes sistemas de expressdo. Bactéria, levedura, fungo

filamentoso, insetos e células de mamifero. Tabela adaptada de Gomes et al, 2016.

Sistema de expressio Vantagens Desvantagens
Bactéria - E. coli e Facil manipulagio e Nao possui
e Répido crescimento celular modificagdes pos
e Baixo custo traducionais

e Formacao de corpos
de inclusao

e N3io possuem
maquinaria para
remocao de introns
dos transcritos

e Acumulagao de

endotoxinas
Leveduras e Raépido crescimento em e Hiperglicosilagdo de
meios de cultura de baixo proteinas
custo e Possivel retencao
e Modificagdes pos intracelular da
traducionais proteina de interesse
e Nao produzem endotoxinas
Fungo filamentoso e Altos niveis de expressao o Falta de estudo de
sua fisiologia
Insetos/baculovirus e Altos niveis de expressao o Expressdo continua
e Modificagdes pos ndo ¢ possivel
traducionais e Condig¢des de cultura
mais exigentes
Células de e Dobramento adequado das e Alto custo
, proteinas e Crescimento
Mamiferos . ~ .
e Modificagdes pds demorado
traducionais e Possiveis
e Glicosilagdao adequada contaminagdes com

virus animais

A produgdo da proteina funcional estd intimamente relacionada com a maquinaria
celular do organismo hospedeiro escolhido. As leveduras s3o importantes sistemas de
expressao que vem sendo extensivamente utilizados para a produgdo heterdloga. Estas sdo
capazes de combinar as vantagens em nivel procaridtico como por exemplo: crescimento

rapido, meios de cultura mais baratos, facil manuten¢do, manipulacio e escalonamento aliado
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as vantagens em nivel eucaridtico, como a capacidade em realizar a maioria das modificacdes
pos-traducionais como glicosilagdes, formacao de pontes dissulfeto e correto dobramento da
proteina de interesse (GOMES et al., 2016, AHMAD et al, 2014).

A levedura Komagataella phaffii, previamente conhecida como Pichia pastoris, ¢
capaz de produzir quantidades da proteina recombinante variando de miligramas a gramas
tanto para fins de pesquisa (laboratoriais) quanto para a induastria. Quando comparada a
células de eucariotos mais complexos, a levedura K. phaffii ndo requer meio de crescimento
ou condigdes de cultura complexos e ¢ geneticamente mais facil de se manipular.
Adicionalmente, pode ser cultivada a densidades celulares muito altas usando meios minimos
e os vetores integrados ao seu genoma facilitam a estabilidade genética dos elementos
recombinantes mesmo em processos de fermentacdo continuos e em larga escala
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

Pertencente ao dominio Eukaryota e reino Fungi, a K. phaffii teve seu genoma
sequenciado (DE SCHUTTER et al., 2009) e passou por um processo de reclassificagdo
(denominada anteriormente como Pichia pastoris) devido a andlises filogenéticas de
sequéncias do RNA ribossomico (rRNA) sendo realocada para um novo género
(Komagataella) proposto por Yamada et al (1995). Neste novo género estdo presentes as
leveduras K. phaffii, K. pastoris e K. pseudopastoris dentre as sete espécies ja descritas. As
linhagens de K. phaffii utilizadas em estudos de expressdo heterdloga sdo a X33, cepa
prototrofica, e a GS115 que possui uma mutagdo no gene da histidina desidrogenase (HIS4)
gerando um fenodtipo HIS® (KURTZMAN, 2005). Por ser uma levedura metilotrofica, a K.
phaffii tem a capacidade de utilizar o metanol como unica fonte de carbono. No genoma da
levedura existem dois genes que codificam a alcool oxidase (AOX) que sdo induzidos por
metanol e reprimidos em glicose (KRAINER et al., 2012).

Atualmente, diversos medicamentos e proteinas com importancia industrial sdo
produzidos neste organismo. Para a expressdo eficiente da proteina heterdloga em K. phaffii,
alguns passos fundamentais devem ser seguidos. O primeiro consiste na inser¢do do gene
(DNA exdgeno) no vetor de expressao adequado, seguida pela introducgdo e integragdo deste
vetor no genoma da levedura e por fim, a expressdo da proteina em linhagem hospedeira
especifica (CEREGHINO; CREGG, 2000). Além disto, a escolha de combinagdes do
promotor (constitutivo ou induzido), marcas de selecio adequadas (dominantes ou
auxotroficas) e escolha do peptideo sinal para secrecdo extracelular (quando desejada) sdo

também essenciais para o sucesso da produgdo da proteina de interesse (Figura 12). A escolha
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do vetor de expressdo apropriado e a linhagem hospedeira complementar sdo essenciais para

uma expressao bem sucedida (AHMAD et al., 2014).

Selec¢do das linhagens
hospedeiras:

- Linhagens selvagens

- Linhagens auxotréficas

Secregdo da proteina

Vetor de

express3o Integracdo gendmica:
\ - Unica / Multi-cépia

- Recombinagdo homdloga Via secretora:

< - Sinalizagdo extracelular

Promotores: L ~ %’8 (sinal a de S. cereviseae)

- Processamento proteolitico

- Constitutivos Expressdo intracelular da proteina

- Induziveis % % - Glicosilagdo (N ou O)
Marcas de selegdo: % - Proteinas associadas a
- Antibidtico membrana

- Ancoragem a superficie celular

- Auxotroéfica

Figura 12- Visao geral sobre a expressdo heterologa em K. phaffii. O vetor de expressdo deve ser integrado
no genoma da levedura podendo ocorrer por eventos de Unica ou multi-copia e recombinagdo homoéloga. A
proteina pode ser expressa tanto intracelularmente, como ancorada na superficie celular. Ela pode ainda ser
secretada (via de sinalizagdo extracelular) pelo fator alfa de secreg@o de S. cerevisiae e processada por eventos
como a glicosilacdo. Para o cassete de expressdo ¢ importante a escolha de um promotor (constitutivo ou
induzido) e terminador adequado, assim como a escolha de marcas de selegdo. O vetor de expressdo e linhagens

hospedeiras devem ser complementares para uma expressdo bem-sucedida. Adaptado de Ahmad et al, 2014.

1.4.1 Vetores de expressio

Atualmente, existem diversas opgdes de vetores de expressdo que estdo disponiveis
comercialmente para a expressdo heterologa em K. phaffii. E importante que o vetor de
expressao escolhido tenha caracteristicas adequadas para a expressdo da proteina heterdloga
de interesse. A grande maioria dos vetores sdo do tipo integrativos e sdo capazes de se
propagar tanto em bactéria (E. coli), como em levedura (K. phaffii), sendo do tipo
bifuncionais. Além disto, os vetores possuem sequéncias regulatorias (promotores), um sitio
multiplo de clonagem para insercdo do gene de interesse, um terminador adequado para
terminacdo da transcri¢do e quando necessario sinal de secre¢do para o transporte extracelular

da proteina. Adicionalmente, os vetores precisam conter uma origem de replicacdo bacteriana
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e uma marca de selecdo que funcione tanto em bactéria como em levedura (AHMAD et al.,

2014; BATISTA, 2012).

1.4.2 Promotores

Diversos tipos de promotores induzidos e constitutivos sao utilizados para a expressao
de proteinas recombinantes em K. phaffii, e dentre estes os mais utilizados sdo os promotores
AOX e GAP (AHMAD et al, 2014). O promotor do gene GAP que codifica a enzima
gliceraldeido-3-fosfato (GAP) promove uma expressdo constitutiva e em niveis elevados em
varios organismos, uma vez que esta proteina ¢ uma enzima chave da via glicolitica. Este foi
caracterizado demostrando que podem ser expressas proteinas heterdlogas em altos niveis em
K. phaffii dependendo da fonte de carbono (WATERHAM et al., 1997; ZHANG et al., 2009).
Os niveis de expressdao do promotor GAP sdo elevados na presenga de glicose, porém quando
a fonte de carbono disponivel ¢ o glicerol ou etanol, os niveis de expressdao podem cair pela
metade e até mesmo para um terco, respectivamente. A expressdo constitutiva fornece a
transcricdo continua do gene de interesse e ndo se faz necessario o uso de indutores toxicos,
potencialmente prejudiciais e perigosos, como o caso do promotor AOX induzido por
metanol (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO; CREGG, 2000).

O promotor AOXI1 (do gene A0XI que codifica a enzima alcool oxidase I) ¢ um
promotor induzivel muito utilizado na expressdo heterdloga, o qual ¢ altamente regulado e ¢
somente expresso na presenca de metanol e auséncia de glicose. Esta enzima catalisa a
primeira reacdo da via para metabolizagdo do metanol, convertendo-o em formaldeido. No
genoma de K. phaffii existem dois genes que codificam para alcool oxidases: AOX1 e AOX2.
O primeiro ¢ responsavel por 90% da presenga de enzimas na célula, enquanto o segundo
codifica menos de 10%. No sistema de expressdo contendo o promotor AOX1, é possivel
desacoplar o crescimento da fase de producdo, pois a biomassa ¢ acumulada antes da
expressao da proteina. Desta forma, as células ndo sdo estressadas pelo acumulo de proteina
recombinante durante a fase de crescimento e até mesmo a produ¢do de proteinas toxicas para
K. phaffi ¢ viavel. No entanto, o promotor AOX ¢ reprimido por glicose, glicerol e etanol.
Adicionalmente, o metanol ¢ uma substancia toxica e inflamavel que pode causar danos ao
meio ambiente e a quem o manipula, tornando o seu uso para produgdo de enzimas em larga
escala indesejado devido ao seu potencial perigo (AHMAD et al., 2014; ZHANG et al.,
2009).
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Ambos os promotores apresentam vantagens e desvantagens quanto a expressdo de
proteinas recombinantes. O sistema de expressdo contendo o promotor GAP foi desenvolvido
em alternativa ao promotor AOX, resolvendo problemas como a produgdo de proteinas
heterdlogas em larga escala sem a necessidade de um indutor como o metanol. No sistema
GAP, a producdo de biomassa e a sintese da proteina heteréloga ocorrem de maneira
simultanea, sem a necessidade de ser adicionado um agente indutor. Porém, a producgdo de
proteinas toxicas para K. phaffii ndo é possivel. No sistema AOX1, a expressdo destes tipos
de proteinas ja ¢ vidvel pois a fase de crescimento ¢ separada da fase de indugdo. Alguns
estudos demonstram que a expressdo ¢ maior quando o promotor GAP ¢ utilizado, e outros
trabalhos indicam que a producgdo de proteinas ¢ mais elevada quando o promotor AOX ¢
usado (COS et al, 2006). Em alguns casos, as estratégias de fermenta¢do nao sio otimizadas,
e desta forma, o efeito dos promotores no nivel de produ¢do da proteina recombinante ¢
dificil de ser comparado. Por fim, a eficiéncia global da expressdo proteica sob a regulacio
dos promotores AOX1 ou GAP em K. phaffii depende do gene alvo e da propria proteina a
ser expressa (COS et al, 2006; VARNALI et al, 2014).

1.5 LPMOs, expansinas e expansinas-like produzidas por Komagataella phaffii

Para reduzir o custo e alcangar altas concentragdes de producdo de proteinas
acessOrias, um sistema de expressdo heter6logo ¢ altamente vantajoso. Em contraste com
outros sistemas de expressdo eucariodticos, K. phaffii ndo secreta enzimas lignoceluloliticas
endogenas em quantidades significativas. Apenas uma [-glicosidase foi identificada e
caracterizada em K. phaffii. Sendo assim, as cepas recombinantes desta levedura sdo capazes
de fornecer preparacdes de proteinas heterologas sem a necessidade de muitas etapas de
purificacdo, reduzindo o tempo e custo deste processo (MELLITZER et al., 2012).

Diversos estudos vém relatando a expressdo heterdloga de LPMOs na levedura K.
phaffii. No trabalho de Kittl e colaboradores (2012), quatro sequéncias de LPMOs
provenientes de Neurospora crassa foram clonadas no vetor de expressio pPICZoA, que
estdo reguladas sob o promotor AOXI1. O sinal de secrecdo utilizado foi nativo, proveniente
da sequéncia das enzimas e ndo do vetor de expressdo. As enzimas foram entdo purificadas
atingindo produtividade de até 0,79 g/L. A atividade enzimatica foi comprovada por um
ensaio capaz de detectar a produgdo de perdxido de hidrogénio (H.O2) pela LPMO. A

expressdo de LPMOs sob controle do promotor AOX1 vém sendo bastante descrita na
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literatura (AHMAD et al, 2014). O estudo de Kojima et al (2016) demonstrou a expressao
heterdloga de uma LPMO proveniente do fungo Gloeophyllum trabeum. A sequéncia génica
de G. trabeum escolhida tinha como caracteristica ser filogeneticamente distante de outras
LPMOs ja conhecidas. A enzima foi expressa e a sua promiscuidade quanto aos substratos foi
descrita, pois esta obteve atividade em diferentes substratos hemicelulosicos (xiloglucanas e
glucomananas). Além do uso do promotor AOX1, o promotor GAP também foi utilizado para
a expressdo heterologa da LPMO Cel61A do fungo Trichoderma reesei (TANGHE et al,
2015). Porém, foi observado que a expressao, com o promotor AOX1 atingiu maior produgao
da proteina recombinante atingindo concentracdes com mais de 400 mg/L. Além disto, a
sequéncia da proteina possuia sinal nativo de secre¢do e otimiza¢do de codons, reportados
como fatores cruciais para os altos niveis de expressdo da proteina recombinante.

Assim como para as LPMOs, diversos estudos vém descrevendo a expressao
heter6loga das proteinas acessorias expansinas e expansinas-like provenientes de
microrganismos em K. phaffii. No trabalho de Wang e colaboradores (2014), duas
expansinas-like uma obtida de 7. reesei e outra de Bacillus subtilis foram expressas em K.
phaffii X33, ambas sob o controle do promotor AOX1. A producdo méxima das proteinas
recombinantes foi otimizada utilizando inibidores de protease no cultivo, atingindo
concentracdes de 860 mg/L (B. subtilis) e 120 mg/L (T. reesei). Além disto, ensaios de
sinergismo foram realizados com celulases comprovando as atividades das duas expansinas-
like expressas. Além de expansinas provenientes de microrganismo, proteinas de origem
vegetal também foram produzidas heterologamente em K. phaffii. O trabalho de Liu e
colaboradores (2015) descreveu a expressdo de uma expansina da planta Lycopersicum
esculentum sob o controle do promotor AOXI. A proteina recombinante foi expressa
atingindo concentragdes proximas de 70,9 mg/L. Assim como no trabalho de Wang e
colaboradores (2014), inibidores de proteases foram utilizados para alcancar alto niveis de
expressao e ensaios de sinergismo com celulases foram realizados.

Desta forma, ¢ possivel constatar que expansinas, expansinas-like e LPMOs vém
sendo expressas em K. phaffii de maneira bem-sucedida. O sistema de expressdo nesta
levedura ¢ bem estabelecido e a obten¢do de miligramas a gramas da proteina recombinante

podem ser obtidas para caracterizagdo bioquimica e aplicagdes biotecnologicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo os fatores politicos, econdmicos e ambientais novas fontes
de energia tém sido investigadas em alternativa aos combustiveis fosseis. A biomassa
lignoceluldsica possui grande potencial para geracdo de biocombustiveis e outros produtos
quimicos de valor agregado, reduzindo custos e residuos. As proteinas acessorias, como
LPMOs e expansinas-like, desempenham um importante papel na desconstrugdo da biomassa,
podendo ser utilizadas em sinergismo com outras classes de enzimas para maior liberagdo de
acucares e producdo de biocombustiveis e bioprodutos. Para a redu¢do do custo e maior
produ¢do de proteinas acessorias, os sistemas recombinantes vém sendo extensamente
estudados e relatados na literatura. A busca por novas enzimas sinergicamente ativas com
potencial de aplicagdo na industria e alta produgdo em sistemas heter6logos sdo fortemente
desejados. Além disto, a producdo em maiores concentragdes de proteinas recombinantes
facilita a sua caracterizagdo bioquimica.

A levedura K. phaffii ¢ um excelente sistema para expressao heterologa de proteinas
com diversas aplicagdes. A sua capacidade de realizar modificagdes pds traducionais, facil
manipulagdo genética, altos niveis de secrecdo da proteina heterdloga e o status GRAS
(Generally recognized as safe) tornam esta levedura um importante sistema de expressao.
Para que a producdo da proteina seja bem-sucedida, a escolha do vetor de expressdo deve ser
levada em consideragdo. Diversos estudos vém relatando a expressdo bem-sucedida de
proteinas acessorias nos plasmideos contendo os promotores GAP e AOXI.

Neste trabalho, a levedura K. phaffii X33 foi escolhida como hospedeira para a
producdo recombinante de uma expansina-like e LPMO, utilizando os vetores de expressao
pGAPZB e pPICZaA, respectivamente. As sequéncias destas proteinas sdo provenientes do
genoma do fungo 7. lanuginosus. Por ser um fungo termofilico, espera-se que suas enzimas
sejam termo resistentes e possam ser utilizadas em processos com temperaturas mais
elevadas. Além disto, este fungo ¢ bastante conhecido pela secre¢do de enzimas
lignoceluloliticas, como xilanases e mananases. Porém, ndo ha estudos indicando a presenga
de LMPOs e expansinas-like produzidas por ele. Assim, estas proteinas de 7. lanuginosus
foram descritas pela primeira vez neste trabalho. Por fim, as LPMOs e expansinas-like
apresentam potencial de aplicacdo em coquetéis contendo diferentes classes de enzimas para

a degradacao sinérgica dos componentes da biomassa lignocelulosica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e expressar as proteinas expansinas-like, TLEX2 e TLEX3, e as proteinas LPMOs,
TLPMO1 e TLPMO2, provenientes do fungo Thermomyces lanuginosus na levedura
Komagataella phaffii X33.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar as sequéncias de expansinas-like e LPMOs no genoma do fungo
Thermomyces lanuginosus;

e Otimizar e clonar as sequéncias génicas das LPMOs em vetor de expressdo
pGAPZoA e pPICZaA;

e Otimizar e clonar as sequéncias génicas das expansinas-like contendo o fator de
secre¢do nativo da proteina no vetor pGAPZB;

o Expressar as proteinas recombinantes em K. phaffii;

e Purificar as proteinas LPMO e expansina-like;

e Verificar a atividade enzimadtica da proteina LPMO;

e Verificar atividade de sinergismo com celulases da proteina expansina-like.

22



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de microrganismos foram esterilizados
em autoclave nas condi¢des de aproximadamente 120 °C por 20 minutos a 1 atm. Os volumes
foram completados com agua destilada em todos os meios de cultura. A esterilizacdo por
filtracdo em membrana de 0,22 pm foi utilizada quando a solucdo especifica ndo pdde ser

autoclavada.

4.1.1 Meios de cultura utilizados para E. coli

4.1.1.1 Meio LB - Luria-Bertani low salt:

Triptona 1% (p/v)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)

Cloreto de Sédio (NaCl) 0,5% (p/v)

Para LB low salt solido ¢ adicionado agar 2% (p/v). O pH do meio de cultura foi ajustado

para o pH 7,5.

4.1.1.2 Meio YGT:

Glicerol (P.A — Dinamica) 10 % (v/v)
Extrato de levedura 0,125 % (p/v)
Triptona 0,25 % (p/v)

A esterilizagdo foi feita por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

4.1.2 Meios de cultura utilizados para K. phaffii

4.1.2.1 Meio YNB - Yeast Nitrogen Base (10X):

YNB (sem aminoacido e sulfato de amoénio) 1,7 % (p/v)

Sulfato de aménio 5% (p/v)
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4.1.2.2 Meio YPD - Yeast Extract Peptone Dextrose:

Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Dextrose (D-glicose) 2% (p/v)

Para YPD so6lido foi adicionado agar 2% (p/v).

4.1.2.3 Meio YPDS - Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol:

Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Dextrose (d-glicose) 2% (p/v)

Sorbitol 1 M (182,2 gramas em 1 litro)

Para YPDS solido foi adicionado agar 2% (p/v)

4.1.2.4 Meio BMGY — Buffered Glycerol-complex Medium:

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
100 mM Tampao fosfato de potassio, pH 6.0
YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 x 107 % (p/v)
Glicerol 2% (v/v)
Para a preparacdo de 1 litro de meio, foram dissolvidos 10 g de extrato de levedura e
20 g de peptona em 700 mL de 4dgua destilada. Apos autoclavagem, foram adicionados:
- 100 mL do tampdo fosfato de potassio na concentragdo de 1M;
- 100 mL de YNB 10X;
- 2 mL de Biotina 500X

O volume foi completado para 1 litro com glicerol a uma concentracdo final de 2%.

4.1.2.5 Meio BMMY — Buffered Methanol-complex Medium:

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
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100 mM Tampao fosfato de potassio, pH 6.0
YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 x 107 % (p/v)
Metanol 0,5% (v/v)
Para a preparacdo de 1 litro de meio, foram dissolvidos 10 g de extrato de levedura e
20 g de peptona em 700 mL de 4dgua destilada. Apos autoclavagem, foram adicionados:
- 100 mL do tampao fosfato de potassio na concentraciao de 1M;
- 100 mL de YNB 13,4%;
- 2 mL de Biotina 500X
O volume de 1 litro foi completado com solu¢do de metanol a uma concentracgao final

de 0,5%.
4.2 Solucdes e tampoes
4.2.1 Tampdo Citrato de sodio/dacido citrico 100 mM pH 5
Para o preparo de 1 litro de solugdo, foram utilizados 14,705 g de citrato de sodio di-
hidratado dissolvidos em agua destilada para um volume de 500 mL. Para o acido citrico

anidro foram necessarios 9,605 g para o mesmo volume de 500 mL. Assim, aos poucos a

solugdo de 4cido citrico foi adicionada a solugdo de citrato de sddio até atingir o pH desejado.
4.2.2 Tampdo Cloreto de sodio 500 mM/Fosfato de sodio 20 mM

Para o preparo de 1 litro de solu¢do, foram necessarios 29,22 g de cloreto de sodio e
2,75 g de fosfato de s6dio monobasico. A solucdo foi completada para 1 litro e teve o pH

ajustado para 7,4 com hidroxido de sddio (NaOH). Feito isso, o tampao foi filtrado em

membrana de celulose de 0,22 pum.

4.2.3 Tampdo Cloreto de sédio 500 mM/Fosfato de sodio 20 mM com imidazol a 500 mM

O preparo do tampao foi feito como descrito acima no item 4.2.2, porém foi

adicionado a solucdo 34,04 g de imidazol (concentracao final de 500 mM).
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4.2.4 Tampdo fosfato de potdassio IM

Para o preparo de 1 litro do tampao fosfato de potassio sdo necessarios 132 mL de
fosfato de potassio dibésico (KoHPO4) a 1M e 868 mL de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) a 1M. Para ajustar o pH foram utilizados acido fosférico ou hidroxido de potassio
(KOH). A solugdo foi autoclavada e armazenada em temperatura ambiente.

4.2.5 Biotina 500X

Biotina 0,02 % (p/v)

A solugao foi filtrada em filtro 0,22 um e armazenada a 4 °C.
4.3 Microrganismos utilizados
4.3.1 Escherichia coli
A bactéria Escherichia coli DH 10BT1 (Invitrogen) foi utilizada como hospedeira
para manipula¢@o e multiplicagdo dos plasmideos. Esta linhagem ¢ eficiente na transformacao

de DNA e possui resisténcia a infec¢do de bacteriofagos T1.

Genotipo: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacXT74 recAl endAl
araD139A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG tonA

4.3.2 Komagataella phaffii

Para os experimentos de expressdo heterdloga a linhagem com genotipo prototrofico

da levedura Komagataella phaffii X33 foi utilizada.

4.4 Obtencao das sequéncias das proteinas de interesse

As sequéncias referentes as proteinas de interesse foram pesquisadas no genoma do

fungo 7. lanuginosus em bancos de dados online (GenBank). A partir do genoma completo

de T. lanuginosus, a anotagdo estrutural e funcional foi feita pelo programa Maker 2.0. A
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partir das sequéncias geradas, a busca por dominios funcionais foi realizada utilizando o
programa InterproScan versdo S. As sequéncias putativas geradas das proteinas acessorias
foram analisadas manualmente na funcdo BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) do
NCBI - National Center for Biotechnology Information. Desta forma, as duas sequéncias
selecionadas de LPMOs foram enviadas para a sintese no vetor de expressao pGAPZoA por
empresa especializada, Genone X'P2, Da mesma forma, as sequéncias das expansinas foram
sintetizadas no vetor de expressao pGAPZB.

O fator o de secregdo das LPMOs ¢ proveniente do vetor pGAPZoA e para as
expansinas, foram utilizados o fator de secrecdo nativo. A sequéncia otimizada foi clonada
entre os sitios de restrigdo EcoRI (extremidade 5°) e Xbal (extremidade 3’). O epitopo myc e
cauda de histidina (6xHIS) foram clonados em fase com a sequéncia da proteina.
Adicionalmente, foi necesséario ajustar o nimero de bases do sitio em Xbal, para manter a

construcdo em fase com a finalidade de assegurar a tradug@o correta da proteina.

4.4.1 Construgdo da darvore filogenética

A partir das sequéncias de aminoécidos obtidas, um alinhamento multiplo foi
realizado com proteinas similares comparando as expansina-like e LPMOs obtidas de 7.
lanuginosus contra o banco de dados do NCBI. Aproximadamente 20 sequéncias com
homologia a sequéncia de TLEX2 e TLEX3 foram obtidas e alinhadas para a construg¢do da
arvore, assim como para TLPMOI e TLPMO2. As sequéncias das proteinas foram
recuperadas do banco de dados e um alinhamento multiplo foi feito no programa Mega 7.0.
Para que o alinhamento das sequéncias fosse significativo, o valor do Expectation (e-value)
foi considerado. Este valor estatistico representa quantas vezes se esperaria que o
alinhamento ocorresse ao acaso. Desta forma, quanto menor o valor do e-value mais
significativa ¢ a semelhanga. Para as sequéncias analisadas e alinhadas com outros genes
foram considerados apenas valores menores que le para garantirem que a relagio entre elas
¢ verdadeira (ALBERTS et al, 2010). A arvore filogenética foi gerada pela ferramenta Mega

7.0, utilizando o método de neighbor-joining com um bootstrap de 1000.

4.5 Plasmideos

4.5.1 pGAPZaA e pGAPZB
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O vetor de expressio pGAPZaA (3,2 kb) e pGAPZB (2,9 kb) sdo vetores
bifuncionais, que podem ser utilizados tanto em bactérias como leveduras. Estes possuem
como caracteristicas comuns o promotor constitutivo GAP e o gene Sh ble que confere
resisténcia a zeocina, marca de selecdo para ambos os microrganismos. Os vetores
apresentam sitios multiplos de clonagem, o epitopo myc e cauda de histidina que podem ser
observados na Figura 13 e 14. O sinal de terminagdo nativo do gene 40X/ (AOXI1 TT),
promotor TEF1 e EM7 (promotores que promovem a transcricdo do gene de resisténcia a
zeocina em K. phaffii e E. coli, respectivamente), regido terminadora 3’ do gene CYCI
(CYCI1 TT) e origem de replicagcdo pUC de bactérias estdo presentes nos dois plasmideos. A
principal diferenca entre estes vetores ¢ a presenca do fator alfa de secre¢do nativo da

levedura Saccharomyces cerevisiae no pGAPZaA.

Figura 13- Vetor de expressio pGAPZaA, B, C. Representagdo esquematica do vetor de expressdo pGAPZa
A, B, C (Figura do manual Invitrogen).
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Figura 14- Vetor de expressio pGAPZ A, B, C. Representagio esquematica do vetor de expressao pGAPZ A,

B, C (Figura do manual Invitrogen).

4.5.2 pPICZaA

O vetor de expressdao pPICZaA ¢ um vetor bifuncional, que pode ser utilizado tanto
em bactérias como leveduras. Este possui o gene Sk ble que confere resisténcia a zeocina,
marca de selegdo para ambos os microrganismos. O vetor possui um tamanho de 3,6 kb
contendo o promotor induzido por metanol AOX1 e o sitio multiplo de clonagem. Este
contém o fator alfa de secre¢do nativo da levedura Saccharomyces cerevisiae, sitios de
restri¢do, o epitopo myc e cauda de histidina conforme pode ser observado na Figura 15. O
sinal de terminacdo nativo do gene AOX/ (AOX1 TT), promotor TEF1 e EM7 (promotores
que promovem a transcrigdo do gene de resisténcia a zeocina em K. phaffii e E. coli,
respectivamente), regido terminadora 3’ do gene CYCI (CYC1 TT) e origem de replicacao

pUC de bactérias também estdo presentes neste plasmideo.
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EXho It

Figura 15- Vetor de expressao pPICZaA, B, C. Representacdo esquematica do vetor de expressdo pPICZa A,

B, C (Figura do manual Invitrogen).

4.6 Transformacao de bactérias por eletroporacao

4.6.1 Preparo de células eletrocompetentes

Para a transformacdo de E. coli é necessario que as células passem por um processo
que as tornem competentes para receber o DNA exdgeno. Em placa contendo meio LB low
salt, células de E. coli foram repicadas a partir do estoque armazenado no ultrafreezer a -80
°C e incubadas a 37 °C por 16 h. Para o pré-indculo, uma coldnia isolada foi inoculada em 10
mL de meio LB low salt, que posteriormente foi incubado a 37 °C, sob uma agitacdo de 200
rpm durante a noite. Para o in6culo, foram adicionados 5 mL do pré-indéculo em 100 mL de
meio LB Jow salt, em um frasco Erlenmeyer de 1 litro e em seguida incubado a 37 °C, sob
uma agitagdo de 280 rpm até atingir uma densidade optica a 600 nm (DOeoo) de 0,5. A seguir,
a cultura foi resfriada por vinte minutos no gelo e posteriormente as células foram
centrifugadas a 4000 x g por 15 min, na temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi ressuspendido em 200 mL de 4dgua ultrapura gelada. Em seguida, as células foram
novamente centrifugadas nas mesmas condi¢des e ressuspendidas em 200 mL de glicerol

10% gelado. Posteriormente, a amostra foi centrifugada nas mesmas condi¢des e
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ressuspendida com 10 mL de glicerol 10% gelado. Para eliminagdo de sais e outros
componentes do meio de cultura, a amostra foi novamente centrifugada e ressuspendida em 1
mL de GYT. Por fim, foram preparadas aliquotas de 50 pL que foram armazenadas em

ultrafreezer a -80 °C.

4.6.2 Transformacdo por eletroporagdo

As células eletrocompetentes armazenadas em ultrafreezer a -80 °C foram
descongeladas em gelo e 50 puL de células foram utilizadas, nas quais adicionou-se 0,5 pL
(aproximadamente 100-150 ng) do plasmideo contendo o gene de interesse. Apds o periodo
de incubagdo em gelo por 5 minutos, a amostra foi transferida para as cubetas de 0,1 mm de
eletroporacdo (BioRad) estéreis previamente geladas. As cubetas foram colocadas no
eletroporador Gene pulser II (BioRad) que foi preparado para os seguintes parametros: 1,8
kV, 25 pF e 200 Q. Imediatamente apo6s o choque, foi adicionado 1 mL de meio LB a cubeta
e a solucdo foi transferida para um microtubo de 1,5 mL que foi incubado a 37 °C durante 1
hora.

Ao fim do periodo de incubacgao, as células eletroporadas foram plaqueadas em meio
LB low salt solido contendo zeocina na concentragdo final de 25 pg/mL. Posteriormente,
foram preparadas duas placas: na primeira, 200 pL da amostra foram plaqueadas. Na segunda
placa, a amostra foi centrifugada a 2000 x g por aproximadamente 10 minutos em
temperatura ambiente e parte do sobrenadante foi descartado, o restante (aproximadamente
100 pL) foi plaqueado. As placas foram armazenadas em estufa a 37 °C por
aproximadamente 24 horas. As coldnias crescidas foram cultivadas em meio LB low salt

liquido e armazenadas em ultrafreezer - 80 °C em microtubos contendo glicerol 25% (v/v).
4.7 Extracdo de DNA plasmidial
4.7.1 Obtengdo de DNA plasmidial purificado - Mini preparacdo

Para obter pequenas quantidades de DNA plasmidial purificado, o kit comercial de
mini preparacdo da Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit foi utilizado e

protocolo foi seguido conforme instrugdes do fabricante.

4.7.2 Obtengdo de DNA plasmidial purificado - Midi preparacio
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Ap6s a transformacdo genética de bactérias, duas colonias foram isoladas em placas
contendo meio low salt LB-so6lido e crescidas em tubo de 50 mL contendo 5 mL de low salt
LB liquido ambos contendo zeocina 25 pg/mL. Os tubos foram incubados durante 16 horas
em agitacdo a 37 °C a 250 rpm. A extragdo para conseguir maiores concentragdes de DNA
plasmidial purificado foi feita com o kit de midi-preparagdo ThermoFisher Scientific
GeneJET Plasmid Midiprep. Apos seguir o protocolo como descrito pelo fabricante, o
plasmideo purificado foi utilizado para posterior transformacao de Komagataella phaffii X33.
Apds a extragdo do DNA plasmidial, 1 pL da amostra purificada foi adicionada ao

espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop) para ser quantificado.

4.8 Analises de restricio de DNA plasmidial

4.8.1 Restricao plasmidial para confirmacdo dos fragmentos — EcoRI e Xbal

As amostras dos plasmideos extraidos de E. coli foram incubadas com enzimas de
restricdo, EcoRI (extremidade 5°) e Xbal (extremidade 3’), que clivam os sitios especificos
onde os fragmentos dos genes de interesse foram inseridos. As amostras foram preparadas
com a enzima de restricdo EcoRI fast digest (Thermo Scientific) e Xbal fast digest (Thermo
Scientific) ambas com concentragdo de 10 U/uL e o respectivo tampao de enzima (tampao FD
- fast digest). A digestao foi realizada conforme a Tabela 2 e as amostras foram incubadas a

37 °C por aproximadamente 1 hora.

Tabela 2- Componentes da digestdo do DNA plasmidial por EcoRI e Xbal.

COMPONENTES QUANTIDADE (nL)
DNA plasmidial (700 ng/ pL) 4,0

EcoRI fast digest (10 U/uL) 0,5

Xbal fast digest (10 U/uL) 0,5

Tampao FD 10X 1,0

Agua ultrapura 4,0

TOTAL 10 pL

Posteriormente, foi feita eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) para verificagdo

dos fragmentos de restricdo. Utilizou-se o tampdo SB na concentracdo de 1X - Borato de
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Sédio (51 g de 4cido boérico e 8 g de hidroxido de sodio, completados para o volume de 1
litro) para preparagdo do gel. O agente intercalante utilizado foi o brometo de etideo na
concentracgdo de 0,5 pg/mL. As amostras foram entdo preparadas, adicionando ao gel 3 pL do
marcador molecular (GeneRuler DNA Ladder Mix - Thermo Scientific, concentragdao 0,5
pg/mL), 2 pL de amostra ndo digerida (plasmideo ndo digerido) e 4 puL do plasmideo
digerido. Apds serem aplicadas, as amostras foram submetidas a corrente elétrica e

visualizadas através da exposi¢ao do gel a luz ultravioleta.

4.8.2 Linearizagdo dos plasmideos com as enzimas BspHI e Pmel

Para a transformacdo genética de levedura ¢ preciso linearizar o plasmideo com
enzima de restricdo para que este se integre de forma mais eficiente no genoma da levedura.
A enzima utilizada para linearizar o vetor pGAPZaA e pGAPZB contendo o gene de
interesse foi a BspHI com concentracdo de 10 U/uL (ThermoFisher Scientific) e seu
respectivo tampao Buffer O (concentragdo 10X, composi¢ao: 50 mM Tris -HCI, pH 7.5 a
37°C, 10 mM MgCl 2, 100 mM NacCl,). As amostras de DNA plasmidial purificado estavam
com uma concentragao aproximada de 10 pg e foram incubadas com 1 pL de BspHI e buffer
O na concentragdo final de 1X a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Apos o periodo de
incubacdo, foi feito um gel de agarose 0,8% para eletroforese para a confirmacdo da
linearizagdo do plasmideo. Foram adicionadas ao gel 3 pL de marcador molecular GeneMix
ruler (ThermoFisher Scientific), 4 nL de amostra ndo digerida e 2 uL. de amostra digerida
(linearizada com BspHI).

Para a linearizagdo do plasmideo pPICZaA contendo o gene de interesse, a enzima
utilizada foi a Pmel com concentragdo de 5 U/ uL (ThermoFisher Scientific) e seu respectivo
tampao Buffer O (concentragdo 10X, composi¢ao: 50 mM Tris -HCI, pH 7.5 a 37°C, 10 mM
MgClI 2, 100 mM NaCl,). As amostras de DNA plasmidial purificado estavam com uma
concentragdo aproximada de 10 pg e foram incubadas com 1 pL de Pmel e buffer O na
concentracdo final de 1X a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Apds o periodo de
incubagdo, foi feito um gel de agarose 0,8% para eletroforese para a confirmacdo da
linearizagdo do plasmideo. Foram adicionadas ao gel 3 pL de marcador molecular GeneMix
ruler, 4 pL de amostra ndo digerida e 2 pLL de amostra digerida (linearizada com Pmel).

Assim, o DNA linearizado foi purificado pelo protocolo de precipitagdo por Acetato

de sodio (CH3COONa) (ZEUGIN; HARTLEY, 1985). E necessario adicionar a amostra 1
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volume de isopropanol e Acetato de sodio ajustado para a concentragdo final de 0,3 M
(solugdo estoque de 3M: 12,3 g completados com agua destilada para o volume final de 50
mL) seguidos por um periodo de incubagdo em freezer - 20 °C durante a noite. Apds este
periodo, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 12000 x g e o sobrenadante foi
descartado e pellet ressuspendido com etanol 70% e incubado durante 5 minutos. Esta etapa
de lavagem com etanol foi repetida novamente e apds a secagem do pellet em concentrador

de amostra a vacuo, o mesmo foi ressuspendido em 10 pL de dgua ultrapura estéril.

4.9 Clonagem das LPMOs em vetor pPICZaA

4.9.1 Digestao dos fragmentos dos genes de interesse e vetor pPICZaA

Os genes de T/-LPMOI e TI-LPMO? se encontravam ligados ao vetor de expressao
pGAPZo A (entre os sitios de restricdo EcoRI e Xbal). Para a clonagem no vetor de expressao
pPICZaA, os genes TI-LPMOI e T1-LPMO?2 foram digeridos e purificados para clonagem no
vetor pPICZa.A. Para isso, foi necessario realizar uma midi preparacdo (item 4.7.2) do vetor
pPICZaA, de TI-LPMOI e TI-LPMO?2 (ainda clonados no pGAPZoA) previamente
transformados em bactéria. Apds a purificagdo do DNA plasmidial, foi feita a digestdo do
vetor pPICZa A e dos fragmentos de gene de T/-LPMO1 e TI-LPMO?2 com as enzimas Xbal e
EcoRI (ThermoScientific — fast digest). A concentragdo de DNA plasmidial de TI-LPMO1 e
TI-LPMO?2 para a digestdo foi calculada para 7,5 ug (microgramas), enquanto que para o
vetor de expressio pPICZaA foi calculado para 2,5 ug. Assim, as reagdes foram feitas

conforme a Tabela 3. As amostras foram incubadas a 37 °C durante a noite para a digestao.

Tabela 3- Componentes da digestdo do DNA plasmidial por EcoRI e Xbal.

COMPONENTES pPICZoA TLPMOL1 TLPMO2
DNA plasmidial 20 50 30
Tampao Fast digest 10X 3 6,5 4,5
Xbal fast digest (10 U/uL) 2 3 3
EcoRI fast digest (10 U/uL) 2 3 3
Agua ultrapura 3 2,5 4,5
TOTAL (uL) 30 uLL 65 uLL 45 uLL
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4.9.2 Purificacdo dos fragmentos de gene e vetor pPICZaA em gel de agarose.

A partir das amostras incubadas com EcoRI e Xbal, foi feita a analise por eletroforese
em gel de agarose 0,8 % (p/v) para verificagdo dos fragmentos de restricdo. Utilizou-se o
tampao SB na concentragdo de 1X - Borato de Sédio para preparacdo do gel. O agente
intercalante utilizado foi o brometo de etideo na concentragdo de 0,5 pg/mL. As amostras
foram entdo preparadas, adicionando ao gel 3 pL do marcador molecular GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific), 4 uL. de amostra ndo digerida (plasmideo ndo digerido) e 4
puL da amostra digerida. Apos a confirmacgdo da restricdo, um novo gel de agarose foi feito e
o volume da amostra digerida do vetor pPICZaA, TLPMOI1 e TLPMO?2 foi aplicado no gel
para a purificagcdo dos fragmentos digeridos. Assim, os fragmentos correspondentes ao genes
e vetor foram purificados do gel com o kit de purificacdo "Wizard SV gel and PCR Clean-up
system" (Promega).

Ap6s a purificacdo do vetor pPICZaA, 300 ng deste foi desfosforilado com a enzima
SAP (Shrimp Alkaline phosphatase) da marca ThermoScientific com a concentragdo de 1
U/uL e seu respectivo tampao 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8.0 e 100 mM MgCl). A reagdo

foi feita conforme a Tabela 4 e foi incubada a 37 °C durante 1 hora.

Tabela 4- Componentes da reagdo para a desfosforilacdo do vetor digerido pPICZaA.

COMPONENTES QUANTIDADE (nL)
SAP (1 U/uL) 3
pPICZaA (10 ng/uL) 30
Tampao SAP 10X 4
Agua ultrapura 4
TOTAL (nL) 40 pLL

4.9.3 Ligacdo dos fragmentos de gene no vetor pPICZA.

Para a ligacao dos fragmentos de interesse no vetor pPICZaA foram utilizados: 50 ng
de pPICZaA purificado e desdosforilado, e o fragmento de gene de interesse que estava trés
vezes mais concentrado (150 ng). A reacdo de ligacdo foi realizada com a enzima T4 DNA

ligase (ThermoScientific) na concentracdo de 1 U/uL e seu respectivo tampao 5X [250 mM
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Tris-HCI (pH 7,6), 50 mM MgCl, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% (p/v) polietileno glicol-

8000], conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5- Reacio de ligacio (T4 ligase) com o vetor pPICZoA e o fragmento de gene TLPMO1.

COMPONENTES QUANTIDADE (uL)
pPICZaA (90 ng/uL) 0,55
TLPMOL (17,9 ng/uL) 8,4
T4 ligase (1 U/uL) 1
Tampao reagdo 5X 4
Agua ultrapura 6,05
TOTAL (uL) 20 uLL

Para a reacdo de ligagdo com o fragmento de TLPMO?2, os célculos foram feitos da

mesma forma como descrita anteriormente. A reagdo foi feita conforme Tabela 6.

Tabela 6- Reacdo de ligacio (T4 ligase) com o vetor pPICZoA e o fragmento de gene TLPMO2.

COMPONENTES QUANTIDADE (uL)
pPICZaA (90 ng/uL) 0,55
TLPMO2 (11,3 uL/ng) 13,3
T4 ligase (1 U/uL) 1
Tampao reagao 5X 4
Agua ultrapura 1,15
TOTAL (uL) 20 uLL

Os microtubos contendo as ligagdes de TLPMO1 e TLPMO?2 no vetor pPICZa A foram
armazenados em geladeira durante trés dias para otimizacdo da reacdo. Apos a ligacdo, o
plasmideo ligado ao gene de interesse foi transformado em bactéria por eletroporacdo e

estocado em glicerol 25% (v/v) (item 4.6).

4.9.4 Confirmacgdo da ligagdo dos fragmentos de gene no vetor pPICZaA

Apos a transformagdo em bactérias, as colonias obtidas foram isoladas em placas de

LB- low salt contendo 25 ng/mL de zeocina e crescidas em meio LB- Jow salt para a extragdo
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do DNA plasmidial (Mini-prep, item 4.7.1). Posteriormente, 0 DNA plasmidial purificado foi
submetido a analise de restricdo com as enzimas EcoRI e Xbal (item 4.8.1) para verificacao
dos fragmentos de gene inseridos no vetor pPICZaA. Apds o periodo de incubagdo, foi feita
a analise por eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) para verificagdo dos fragmentos de

restricdo conforme descrito no item 4.8.1.

4.10 Transformacio de levedura - Komagataella phaffii

De acordo com o manual da Invitrogen (Catdlogo n. V200-20), para a transformacgao
de levedura ¢ recomendado obter 5-10 pg de DNA plasmidial linear purificado. Para o
preparo das células eletrocompetentes, o pré-inodculo foi feito transferindo uma coldnia da
levedura K. phaffii X33 crescida em YPD soélido para 5 mL de meio YPD liquido que foi
incubado a 30 °C a uma agitagdo de 200 rpm por aproximadamente 16 horas. Para o in6culo
contendo 100 mL de YPD em frasco Erlenmeyer de 1 litro, foram adicionados o volume
necessario de pré-indculo para atingir uma DOegoo de 1,3-1,5 e incubado nas mesmas
condi¢des. Quando atingido a DOg necessaria, as células foram submetidas a centrifugacao
a 1500 x g durante 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 100
mL de agua destilada estéril gelada e centrifugada nas mesmas condigdes. Apds descartar o
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 50 mL de 4gua destilada estéril gelada e
novamente centrifugadas. Desta vez, 4 mL da solucdo de sorbitol 1M (182,2 gramas de
sorbitol para o volume final de 1 litro) gelado e estéril foi utilizada para ressuspender as
células. Apds mais uma etapa de centrifugacdo nas mesmas condigdes, as células foram
ressuspendidas com 200 pL de sorbitol 1M. Assim, 10 pL de DNA previamente purificado e
linearizado foram adicionados a 80 pL de células eletrocompetentes que foram transferidas
para cubetas de eletroporacao 0,2 cm (BioRad) e incubadas por 5 minutos em gelo.

As células foram submetidas ao choque utilizando o equipamento Gene pulser II
(BioRad) nos parametros seguintes: 1,5 kV, 25 pF e 400 Q. Apdés o choque, foram
adicionados 1 mL de sorbitol 1M gelado a cubeta e o conteudo foi transferido para um tubo
de 15 mL. As amostras foram incubadas a 30 °C sem agita¢do por aproximadamente 2 horas.
As células transformadas foram plaqueadas em duas placas contendo meio YPDS e 200
pug/mL de zeocina. A primeira placa continha 200 pL das células ressuspendidas apos o

choque, na segunda, a amostra foi submetida a centrifugacdo 2000 x g por 10 minutos e
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descartado parte do sobrenadante, plaqueando apenas um volume aproximado de 100 pL. As

placas foram armazenadas em estufa a 30 °C por aproximadamente 3 dias.

4.11 Verificacdo por PCR da insercio do plasmideo no genoma da levedura

Ap0s o crescimento das colonias transformadas, estas foram repicadas para placas de

YPDS contendo zeocina na concentragdo de 100 pg/mL. A transferéncia da coldnia foi feita
com palito de madeira estéril tanto para a nova placa YPDS quanto para o meio liquido,
contendo 10 mL de YPD e zeocina 100 pg/mL em tubo de 50 mL que foi crescido durante a
noite a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm. O DNA gendémico da levedura crescida em meio
liquido foi extraido de acordo com o protocolo do kit comercial GeneJET Genomic DNA
Purification kit (Invitrogen) para confirmacao da inser¢ao dos genes. Para as reagdes de PCR,
o DNA genomico foi utilizado como molde. Para os genes de interesse inseridos no
plasmideo pGAPZaA e pGAPZB foram utilizados os oligonucleotideos especificos do
promotor 5° pGAP (forward) e o 3’AOXI1 (reverse) (Tabela 7). Para os genes de interesse
inseridos no plasmideo pPICZoA foram utilizados os oligonucleotideos especificos do
promotor 5 AOX1 (forward) e o 3’ AOX1 (reverse) (Tabela 8). Assim, foram adicionados ao
mix os seguintes componentes:

- 1,0 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen)

- 1X de 10X PCR Buffer (-MgCl,)

- 3,7 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl»)

- 0,2 mM de dNTPs a 10 mM

- 0,8 mM de oligonucleotideos 5’ pGAP Forward (para pGAPZa A e pGAPZB)

ou 5> AOX1 Forward (para pPICZaA)

- 0,8 mM de oligonucleotideos 3°’AOX1 Reverse

- 10 ng de DNA

- Agua ultrapura estéril para volume final de 25 pL

A taq DNA polimerase, PCR buffer e Cloreto de Magnésio (MgClz) foram obtidas

comercialmente pela Invitrogen. A rea¢do ocorreu em termociclador (Applied Biosystems),
com a desnaturagdo inicial a 95 °C durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacao
a 95 °C durante 30 segundos, anelamento dos primers a 54 °C durante 30 segundos e extensao
a 72 °C durante 5 minutos. Por fim, a extensdo final durou 10 minutos com uma temperatura

de 72 °C. Apds a reacdo de PCR, foi feito um gel de agarose 0,8% para eletroforese para
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confirmagdo do DNA amplificado. As colonias que apresentaram fragmento amplificado
correspondente ao gene de interesse foram cultivadas em meio YPD liquido e armazenadas

em ultrafreezer - 80 °C em microtubos contendo glicerol 25% (v/v).

Tabela 7- Oligonucleotideos (pGAP e 3°’AOX1) utilizados para a confirmagao do inserto por PCR.

Oligonucleotideo Sequéncia
PpGAP forward 5’- GTCCCTATTTCAATCAATTGAA -3’
3’AOX reverse  5’- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3’

Tabela 8- Oligonucleotideos (5’AOX1 e 3’AOX1) utilizados para a confirmagao do inserto por PCR.

Oligonucleotideo Sequéncia
5’AO0X forward 5’- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3’
3’AOX reverse 5’- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3’

4.12 Expressiao da proteina recombinante em K. phaffii

4.12.1 Expressdo das proteinas recombinantes em meio YPD

As coldnias confirmadas repicadas em placas de YPDS contendo zeocina 100 pg/mL
foram transferidas para meio YPD liquido. Além dos clones confirmados por PCR, o controle
negativo (X33 contendo o vetor pGAPZB ou pGAPZoA vazio) também foi cultivado nas
mesmas condic¢des. O pré-inodculo das colonias foram preparados em tubos falcon de 50 mL
contendo 5 mL de meio YPD e zeocina 100 pg/mL crescidas em agitacdo com rotagdo de 250
rpm, a 28 °C durante a noite. A densidade Optica das culturas foi determinada em
comprimento de onda de 600 nm (DOeoo), fazendo-se as diluigdes adequadas para o
espectrofotometro utilizado. Desta forma, para o inoculo foi padronizado uma DOeoo inicial
de 2 em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de meio YPD. O cultivo foi incubado
para crescimento a 28 °C com agitacdo de 250 rpm durante 96 horas. O ponto inicial do
experimento foi recolhido e a cada 24 horas era retirado um novo ponto, totalizando cinco
amostras correspondentes a 0, 24, 48, 72 e 96 horas. A partir das 48 horas o cultivo foi
suplementado com glicose 2% (p/v). Assim, 1 mL do indculo eram retirados a cada 24 horas
para acompanhar o crescimento celular através da densidade Optica e submetido a
centrifugacdo a 14000 x g por 5 minutos. Feito isso, o sobrenadante era retirado e

armazenado em microtubo de 1,5 mL e acondicionado em geladeira para andlises posteriores.
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4.12.2 Expressdo das proteinas recombinantes em meio BMGY

As coldnias confirmadas por PCR, foram crescidas em placas de YPDS e transferidas
para meio BMGY liquido. O pré-indculo foi feito em tubos falcon de 50 mL contendo 5 mL
de meio BMGY. O inodculo das coldnias positivas e controle negativo foram feitos como
descrito no item 4.11.1. O ponto inicial do experimento foi recolhido e a cada 24 horas era
retirado um novo ponto, totalizando cinco amostras correspondentes a 0, 24, 48, 72 ¢ 96
horas. Além disso, a partir das 48 horas a cultura foi suplementada com glicerol 2% (v/v).
Assim, 1 mL do in6culo eram retirados a cada 24 horas para acompanhar o crescimento
celular através da densidade optica e submetido a centrifugagdo a 14000 x g por 5 minutos.
Feito isso, o sobrenadante era retirado e armazenado em microtubo de 1,5 mL e
acondicionado em geladeira para andlises posteriores.

Um novo cultivo foi realizado com a coldnia positiva selecionada e o pré-indculo
preparado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de meio BMGY crescidas em agitacao
com rotacdo de 250 rpm, a 28 °C durante a noite. Desta vez, para o inoculo foi padronizado
uma DOsoo inicial de 7 em frasco Erlenmeyer de 1 L contendo 100 mL de meio BMGY. O
cultivo foi incubado para crescimento a 28 °C com agitacdo de 250 rpm durante 72 horas. O
cultivo foi suplementado com glicerol 2% a partir de 48 horas. Assim, a cada 24 horas
amostras de 1 mL eram retiradas, centrifugadas e armazenadas conforme descrito

anteriormente.

4.12.3 Expressdo das proteinas recombinantes em meio BMMY

As colonias positivas repicadas em placas de YPDS contendo zeocina 100 pg/mL
foram transferidas para meio liquido com palito de madeira estéril. Além dos clones
positivos, o controle negativo (X33 contendo o vetor pPICZaA vazio) também foi crescido
nas mesmas condigdes. O pré-indculo das colonias foram preparados em tubos de 50 mL
contendo 5 mL de meio BMGY crescidas em agitacdo com rotacdo de 250 rpm, a 28 °C
durante a noite. A densidade optica das culturas foi determinada em comprimento de onda de
600 nm (DOeoo), fazendo-se as diluicdes adequadas para o espectrofotometro utilizado. Desta
forma, para o indculo foi padronizado uma DOsqo inicial de 2 em frasco Erlenmeyer de 250
mL contendo 30 mL de meio BMMY. O cultivo foi incubado para crescimento a 28 °C com

agitacdo de 250 rpm durante 96 horas. As amostras foram suplementadas com metanol 0,5%
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a cada 24 horas. O ponto inicial do experimento foi recolhido e a cada 24 horas era retirado
um novo ponto, totalizando cinco amostras correspondentes a 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas. Assim,
I mL do in6culo eram retirados a cada 24 horas e submetido a centrifugagdo a 14000 x g por
5 minutos. Feito isso, o sobrenadante era retirado, armazenado em microtubo de 1,5 mL e
condicionado em geladeira.

Um novo cultivo foi realizado com a coldnia positiva selecionada e o pré-indculo
preparado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de meio BMGY crescidas em agitacao
com rotagdo de 250 rpm, a 28 °C durante a noite. Desta vez, para o inoculo foi padronizado
uma DOsoo inicial de 7 em frasco Erlenmeyer de 1 L contendo 100 mL de meio BMMY. O
cultivo foi incubado para crescimento a 28 °C com agitacdo de 250 rpm durante 72 horas. O
cultivo foi suplementado com metanol 1% a cada 24 horas, assim como a retirada de
amostras também era realizada. Assim, as amostras foram centrifugadas e armazenadas

conforme descrito anteriormente.

4.13 Quantificacio de proteina total

A quantificagdo de proteinas foi feita com o kit comercial: BCA protein assay
(Thermo Fisher Scientific). Este ¢ um ensaio colorimétrico capaz de detectar a concentracao
total de proteinas de uma amostra. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos € o
tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5 (item 4.2.1) utilizado para as reacdes de
quantificagdo. O volume de 25 pL de amostra previamente diluida e os pontos da curva
padrao foram transferidos para a microplaca, aos quais adicionou-se 200 pL do reagente de
trabalho (50 partes do reagente A e 1 parte do reagente B). Posteriormente, as amostras foram
incubadas a 37 °C durante 30 minutos e ap6s o periodo de incubagdo, foi feita a leitura no
espectrofotometro a 562 nm. A curva padrao foi feita com BSA em concentra¢des variando
de 0,05 a 2 mg da proteina (a partir de um estoque de 2 mg/mL). Quando necessario, as
amostras de proteina foram diluidas. O protocolo foi seguido conforme descrito pelo

fabricante.

4.14 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

O gel foi preparado conforme descrito por Laemmli (1970), com solugdo do gel

separador a 12% e gel concentrador a 4%. O sobrenadante das amostras referentes a 48, 72 e
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96 horas obtidas no cultivo foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE. O extrato bruto (sobrenadante) das amostras foi concentrado pelo protocolo de
precipitagdo por acetona adaptados ao descrito pela Thermo Fisher Scientific (Acetone
precipitation of proteins, 2009). Neste, foram adicionados 1 mL de acetona 100% gelada a 1
mL de extrato bruto e armazenados em freezer -20 °C durante a noite. Apds o periodo de
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 8000 x g durante 30
minutos & 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet colocado em concentrador de
amostra a vacuo para completa secagem. O pellet seco foi ressuspendido com
aproximadamente 60 pL de 4gua ultrapura. O tampao de amostra desnaturante concentrado 5
vezes foi feito da seguinte forma: 3,1 mL de Tris-HCI 1M pH 6,8 (12,110 g de Tris ajustado
com HCl 1 M em medidor de pH), 5 mL de glicerol 100% (v/v), 0,5 mL de azul de
bromofenol 1% (p/v), SDS 10% (p/v) e 1 mL de B-mercaptoetanol 10% (p/v). O tampao de
amostra foi adicionado ao pellet ressuspendido, de forma que ficasse com uma concentracao
final de 1X. Assim, 15 pL de tampdo de amostra foram adicionados e as amostras com um
volume final de 75 pL foram fervidas em banho seco a 100 °C por 5 minutos.

As amostras precipitadas foram quantificadas (item 4.12) e entdo adicionadas ao gel
com uma concentragdo de aproximadamente 60 pg, juntamente com o controle negativo € o
marcador de peso molecular (Page ruler Protein Ladder, Thermo Scientific ou Precision Plus
Protein, Bio-Rad). Aproximadamente 3 pL. do marcador molecular e 15 pL. de amostra foram

adicionados aos pocos e a corrida foi feita aplicando-se uma corrente de 25 mA para cada gel.

4.14.1 Coloragao de gel com Comassie Brilliant Blue G250

Ap6s a corrida, o gel foi corado com solu¢do de Comassie Brilliant Blue G250
(Sigma) e deixado em recipiente fechado em mesa com agitacao oscilante por 30 minutos. A
solu¢do de Comassie foi preparada da seguinte forma: 2,5 g de Comassie, 450 mL de metanol
100%, 100 mL de é4cido acético 100% e agua destilada para completar o volume final de
1000 mL. Passado o tempo, a solu¢do foi descartada adequadamente e adicionada solucao
descorante (10 mL de &cido acético 10%, 30 mL de metanol 100% e 60 mL de agua destilada
para um volume final de 100 mL de solu¢ao) que foi deixada em mesa com agita¢do oscilante
durante a noite. Apds o descoramento adequado, o gel foi armazenado em é4gua e registrado

em foto-documentador para andlise. (HE, 2011).
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4.14.2 Coloracdo com Nitrato de Prata

O protocolo descrito a seguir foi baseado no trabalho de Nesterenko e
colaboradoradores (1994). Para corar o gel com prata foi feito o preparo de solugdes estoque
de: Acetona 50% (v/v), TCA (4cido tricloroacético) 50% (p/v), Nitrato de Prata (AgNO3)
20% (p/v) e Tiossulfato pentahidratado (Na»S:03 . 5 H20) 10% (p/v). Com as solugdes
estoque preparadas, o seguinte protocolo foi seguido: o primeiro passo foi fixar as proteinas
no gel com a solugdo 1 (60 mL de acetona 50%, 25 pL de formaldeido 37% e 1,5 mL de
TCA 50%) e colocar em mesa agitadora por 5 minutos. Transcorrido o tempo, a solugdo 1 foi
descartada e o gel lavado com 4gua destilada durante 5 segundos, procedimento de lavagem
que foi repetido 3 vezes. Feito isso, foram colocados 60 mL de 4gua destilada e incubados em
mesa agitadora por 5 minutos. Finalizando a etapa de lavagem, foram adicionados 60 mL de
acetona 50% para o pré tratamento do gel e incubado em mesa agitadora por mais 5 minutos.
Ainda nesta etapa, ap6s o descarte adequado da acetona uma solugao 2 (100 pL de tiossulfato
10% e 60 mL de 4gua destilada) foram adicionados e incubados em mesa agitadora por 1
minuto.

Em seguida, a solucdo 2 foi descartada e o gel lavado com agua durante 5 segundos
repetindo o procedimento 3 vezes. A impregnacdo com prata foi a proxima etapa na qual a
solugdo 3 (800 pL de Nitrato de prata 20%, 600 pL de formaldeido a 37% e 60 mL de agua
destilada) foram adicionadas ao gel e incubado em mesa agitadora por 8 minutos. Foi
necessario lavar duas vezes o gel por 5 segundos com agua destilada. A etapa de revelacao do
gel foi feita com Carbonato de Sédio (Na2COs3), que foi preparado na solugdo 4 (1,2 gramas
de Carbonato de Calcio, 25 pL de formaldeido 37%, 25 pL de Tiossulfato 10% e 60 mL de
agua destilada). Esta etapa dura de 10 a 20 segundos dependendo da intensidade da cor das
bandas coradas pela prata. Em seguida, a solu¢do 4 foi descartada e adicionada a solucdo de
parada de reagdo (4acido acético 1% em agua destilada, concentracdo em volume/volume) por
30 segundos. Assim, a solu¢do de parada foi descartada e o gel lavado com dgua destilada
durante 10 segundos. O gel foi registrado em foto-documentador e armazenado em agua

destilada.

4.15 Analise da expressao por Western-Blot

Para o Western-blot, foi necessario realizar a corrida de dois géis de poliacrilamida

(SDS-PAGE) conforme protocolo descrito no item 4.13. Um gel foi transferido para uma
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membrana de nitrocelulose 0,45 um (Amershan Protan) e o outro gel foi corado com Nitrato
de prata (item 4.13.2) servindo como padrdo de comparacdo de bandas. A preparagdo das
amostras de proteinas foi feita com precipitagdo por acetona conforme descrito anteriormente.
As amostras utilizadas sdo provenientes dos experimentos do cultivo da proteina
recombinante e sua purificacdo, além do controle negativo que foram devidamente
preparadas.

Ap6s a corrida de ambos os géis, um foi transferido para a membrana e o outro gel foi
corado com nitrato de prata 20% (p/v). Para a transferéncia do gel para a membrana de
nitrocelulose este foi colocado em tampao de transferéncia (2,9 g de glicina, 5,8 g de Tris-
base, 0,37 g de SDS, 200 mL de metanol e por fim, adicionar dgua destilada para o volume
final de 1 litro) e foi preparado para incubacdo da seguinte forma: em sequéncia foram
colocados dois papéis filtro Whatman numero 1 (nas mesmas dimensdes do gel de
poliacrilamida), gel, dois papéis filtro Whatman Ne 1 e membrana de nitrocelulose que foi
incubado durante 10 minutos. Transcorridos o tempo de incubagdo, o gel foi disposto na
seguinte ordem: dois papéis filtro Whatman Ne 1, gel, membrana e dois papéis filtro em
eletrotransferidor (Novex™ Semi-Dry Blotter, Thermo Scientific). O "sanduiche" contendo o
gel ¢ entdo embebido com tampdo de transferéncia e submetido a corrida no
eletrotransferidor (parametros: 10 Volts e 120 mA durante 30 minutos).

Ap0s a transferéncia das amostras para a membrana, foi preciso colocé-la em uma
solug¢do de bloqueio (3 gramas de leite em p6 desnatado diluidos em 100 mL de TBS 1X)
durante 40 minutos em mesa agitadora. Para obtencao do reagente TBS 1X ¢ necessario dilui-
lo do estoque de TBS 10X (60,6 g de Tris-base, 87,7 g de cloreto de s6dio-NaCl completados
para um volume de 1 litro de agua destilada). Apds a incubacdo, a solugdo de bloqueio foi
descartada adequadamente e em seguida, colocada a solucdo contendo o anticorpo primario
monoclonal anti-his tag (Sigma-Aldrich) e incubado por 1 hora em mesa agitadora. A solugdo
contendo o anticorpo primario foi preparada em uma propor¢do de 1 pL de anticorpo
primario para 3000 pL de solucdo de bloqueio, sendo assim foram preparados 21 mL de
solucdo para 7 uL de anticorpo.

Em seguida, foi realizada uma sequéncia de 3 lavagens que possui uma duracio de 3
minutos cada com a solugdo TBS 1X + Tween 20 0,1% (v/v) que foi preparada da seguinte
forma: 200 mL de TBS 1X ao qual sdo adicionados 200 uL de Tween 20 para atingir a
concentragao final de 0,1%. Apds a lavagem, foi adicionado a solugdo contendo o anticorpo

secundario Anti-mouse IgG — Alkaline phosphatase antibody (Sigma-Aldrich). Esta solu¢ao

44



foi preparada na propor¢ao de 1 pL de anticorpo secundario a cada 5000 pL, desta forma, em
20 mL de solu¢do de bloqueio foram adicionados 4 uL de anticorpo e colocados sobre a
membrana. A seguir, a membrana foi incubada por mais 1 hora em mesa agitadora. Apos este
tempo, a lavagem com TBS 1X + Tween 20 0,1% foi repetida da mesma forma descrita
anteriormente.

Depois destes processos, a etapa de revelagdo foi iniciada com a seguinte solugdo: 8 mL
de 4dgua destilada, 1 mL de NBT (Nitro-blue-tetrazolium) e 1 mL de BCIP (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-fosfato). Esta solucdo foi colocada em contato com a membrana e a reagdo ocorreu

no escuro por 15 minutos com agitagdo para revelagdo do resultado.

4.16 Purificacio de proteinas recombinantes

A purificagio das proteinas recombinantes foi feita no equipamento AKTA ™Pure
(GE healthcare), com a coluna HisTrap, HP histidine-tagged protein purification columns de
1 mL (GE healthcare). Ambas proteinas (LPMO e expansina-like) foram expressas com
cauda de histidina, a qual pode ser utilizada para purificagdo em colunas de afinidade por
niquel. Os tampdes utilizados foram descritos no item 4.2.2 (Binding buffer) e 4.2.3 (Ellution
buffer).

Para a purificagdo, o extrato bruto do cultivo da proteina recombinante foi
concentrado em concentrador Amicon (Millipore Stirred Cells). A membrana de
polietersulfona de 10 kDa foi utilizada para a LPMO e a membrana de 5 kDa para a
expansina-like. Apos concentrar aproximadamente 10 vezes, o volume final foi filtrado (filtro
polietersulfona 0,22 pum, marca Merck) e adicionado imidazol na amostra com uma
concentragdo final de 10 mM. A seguir, a amostra foi aplicada manualmente por seringa em
um sample loop de 500 pL no equipamento AKTA. A coluna foi equilibrada com a
concentracdo de 10 mM de imidazol e a lavagem da coluna apos a passagem da amostra foi
feita com 25 mM de Imidazol. O flow through (fracdo coletada a partir da lavagem da coluna)
correspondente a um volume de 10 mL foi coletado. Para a eluicdo, foi utilizado um
gradiente linear de imidazol iniciado com uma concentragdao de 25 mM até 500 mM. As
fragdes de 1 mL obtidas na etapa da eluicdo foram coletadas no coletor de fragdes (fraction

collector) do equipamento. O fluxo utilizado na cromatografia foi de 1 mL por minuto.
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4.17 Testes de atividade enzimatica

4.17.1 Ensaios de atividade com a proteina recombinante LPMO

Os ensaios de atividade para a LPMO foram feitos com o kit comercial da Thermo
Scientific, Amplex red Hydrogen Peroxide/ Peroxidase Activity Assay. Este kit ¢ um ensaio
acoplado que apresenta um alto grau de sensibilidade para detec¢do da formagdo do perdxido
de hidrogénio pela LPMO na presenga do oxigénio e um agente redutor como o acido
ascorbico. Assim, o AmplexRed reage com a peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) e o
peréxido de hidrogénio (H202) com uma estequiometria de 1 para 1 gerando o produto
resofurina. Esta pode ser detectada tanto por ensaio no espectrofotdometro e por fluorescéncia.
Neste caso, o ensaio foi realizado por deteccdo em espectrofotdmetro com comprimento de
onde de 560 nm.

Para o ensaio, foram utilizadas duas concentragdes de TLPMOI1: 2 uM e 10 uM. Os
calculos das quantidades necessarias em microgramas referentes a estas duas concentragdes
foram realizados no site Molarity Calculator (Quick Calcs, mass from volume &
concentration). Para a concentracdo de 2 uM foram necessérios 11 pg da proteina purificada,
enquanto que para a concentracao de 10 uM, 55 pg de proteina. Assim, a quantidade utilizada
em microlitros no ensaio de atividade dependia da concentragcdo da proteina purificada. O
ensaio foi realizado conforme o protocolo descrito pelo fabricante, utilizando a curva padrao

de perdxido de hidrogénio.

4.17.2 Ensaios de sinergismo com a proteina recombinante expansina

Os ensaios de atividade da proteina recombinante expansina foram feitos juntamente
com celulases, para verificar o sinergismo entre estas proteinas. O experimento foi realizado
em microplacas de PCR de 96 pogos contendo como substrato discos de papel filtro
Whatman n°1 com peso de 3,4 mg e 7 mm de didmetro. As reagdes foram feitas em tampao
citrato de sddio/acido citrico 0,1 M pH 5 (item 4.2.1) a 50 °C, com um volume final de 60
pL. O mix de celulases utilizado foi proveniente do celluclast (Sigma-Aldrich) contendo
hidrolases glicosidicas produzidas pelo fungo 7Trichoderma reesei. Além deste, foram
utilizadas mix de celulases produzidas por Aspergillus sp (Sigma-Aldrich) e celobiase

produzida por Aspergillus niger (Sigma-Aldrich), ambas utilizadas em conjunto.
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Diferentes concentra¢des para o mix de celulases e expansinas-like foram utilizadas
(Tabela 9). O controle negativo do ensaio foi realizado com a proteina albumina do soro
bovino (BSA) e foi testado com as mesmas concentracdes da expansina. Para o celluclast, as
concentragdes de 0,012 e 0,06 FPU (filter paper unit) foram testadas separadamente e em
conjunto com as diferentes concentragdes de expansina e controle negativo: 0,1 mg/mL; 0,3
mg/mL; 0,5 mg/mL e 1 mg/mL. Para as enzimas de Aspergillus, 1 mg de enzimas por grama
de substrato foram utilizadas separadamente e em conjunto com as concentragdes citadas
acima de expansina e controle negativo. Desta forma, o experimento continha diversas
reacdes que podem ser visualizadas na Tabela 9, além dos controles: do substrato (sem a
presenca da enzima), da enzima (sem a presenca do substrato) e do espectrofotometro (apenas
tampao). A unidade de papel de filtro (FPU) corresponde a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 uMol de agucar redutor por minuto.

Apb6s o periodo de incubagdo, a concentragdo de agucar redutor liberado foi
quantificada por DNS (4cido dinitrosalisilico) pelo método proposto por Miller (1959). Os
valores de agtlicares liberados foram subtraidos pelos valores apresentados pelos controles. A
curva padrdo foi feita com glicose (estoque de 5 mg/mL) variando a concentracdo de 0,078
mg até 2,5 mg de agucar. Foram adicionados aos pocos da microplaca (contendo 60 pL da
reacdo), 200 uL de DNS e incubados em termociclador por 10 minutos a 98 °C. Passado o
tempo de incubagdo, as amostras foram resfriadas para 4 °C. Uma aliquota de 120 uL foi
transferida para a microplaca a fim de se realizar a leitura no espectrofotometro a 540 nm.
Assim, a partir da curva padrdo a equagdo da reta foi gerada, nos quais os valores das
absorbancias foram substituidos para conhecer a concentragdo final de agucar liberado na

reagao.
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Tabela 9 — Concentragoes utilizadas de celluclast, Aspergillus, expansina-like e BSA para o ensaio de sinergismo.

Celluclast e Expansina

Celluclast e Expansina

0,012 FPU 0,012 FPU 0,012 FPU 0,012 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU
0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg 0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg
Celluclast e BSA Celluclast e BSA

0,012 FPU 0,012 0,012 FPU 0,012 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU 0,06 FPU
0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg 0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg
Aspergillus e Expansina Aspergillus e BSA

Img I mg I mg I mg Img I mg I mg I mg

0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg 0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg I mg
Expansina BSA

0,1 mg 0,3 mg 0,5 mg Img I mg 0,3 mg 0,5 mg Img
Celluclast Aspergillus

0,012 FPU 0,06 FPU 1 mg
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4.18 Ferramentas de bioinformatica

A busca e analise de sequéncia foram feitas no GenBank - NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Busca de dominios conservados nas sequéncias de proteina:

https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi

As informagdes sobre as proteinas, como tamanho e ponto isoelétrico foram obtidas
no site Expasy: https://web.expasy.org/protparam/

Informagdes sobre as familias das enzimas e classificagdes, CAZy (Carbohydrate
Active enzymes: http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html

Predicao de sitios de O-glicosilacdo: NetOGlyc 3.1
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-3.1/

Predicao de sitios de N-glicosilagdo: NetNGlyc 1.0
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

49



5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sequéncias génicas putativas de proteinas acessorias

A partir de sequéncias descritas previamente para LPMOs e expansinas-like
provenientes de diferentes fungos como por exemplo, Aspergillus, Trichoderma e
Penicillium, estas foram comparadas e alinhadas com o genoma de 7. lanuginosus. A partir
do genoma completo deste fungo, a anotagdo estrutural e a busca por dominios funcionais
foram realizadas, resultando na sequéncia putativa das proteinas de interesse. Quatro
sequéncias génicas codificadoras para possiveis proteinas com atividade acessoria foram
obtidas por minera¢do a partir da base de dados de dominio publico (GenBank). As
sequéncias selecionadas do fungo 7. lanuginosus codificam para duas LPMOS (TLPMOI e
TLPMO?2) classificadas na familia AA9 e duas expansinas-like (TLEX2 e TLEX3)
classificadas na familia de cerato plataninas. Para uma andlise mais aprofundada, as
sequéncias das possiveis proteinas foram alinhadas em bancos de dados na fungdo BLASTp.
A comparagdo destas sequéncias com proteinas anteriormente caracterizadas ¢ capaz de

prever dominios conservados e fungdo proteica similares.

5.1.1 Mono-oxigenases liticas de polissacarideos dependentes de cobre (LPMOs)

As sequéncias de aminodcidos de TLPMO1 e TLPMO2 apresentaram o dominio
conservado para a familia GH61 (Figura 16). De acordo com o banco de dados CAZy, as
enzimas pertencentes a GH61 foram reclassificadas para enzimas com atividade auxiliar -
AA9, devido a sua baixa atividade de endoglucanase. O sitio catalitico destas enzimas ¢
formado por residuos de aminodcidos de ligagdo a metal: uma histidina N-terminal e uma
histidina adicional (conhecidas como histidine brace), que estdo envolvidas na coordenagdo

do cobre, conforme revisado por Monclaro e Filho (2017).
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A) TLPMO1

1 50 100 150 200 250 274

Gluco_hudro_61

Glyco_hydro_61 superfamily

B) TLPMO2

1 50 101 151 200 250 300 350 357

Glyco_hudro_61

Glyco_hydro_61 superfamily

Figura 16- Dominios conservados das proteinas TLPMO1 e TLPMO2. A sequéncia foi analisada pelo
programa online da NCBI (conserved domains) que busca os dominios conservados de proteinas. A) Dominio

conservado de TLPMO1 e B) Dominio conservado de TLPMO2.

A sequéncia génica que possivelmente codifica para LPMO (TLPMO1) possui 822 pb
e codifica para uma proteina com 274 residuos de aminoacido (Figura 17). Sua massa
molecular predita ¢ de 29,16 kDa, com um ponto isoelétrico (pI) de 4,46. De acordo com
andlises de predicdo utilizando ferramenta NetOglyc e NetNglyc (item 4.17), TLPMOI1
apresenta apenas um potencial sitio de N-glicosilagio (N129) enquanto que para O-
glicosilagdo foram preditos sete sitios em residuos de treonina e trés de serina (T218, T221,
T227, S259, S260, S261, T264, T266, T268, T270).

A sequéncia génica correspondente a TLPMO2 possui 1161 pb e codifica para uma
proteina com 387 residuos de aminodcidos (Figura 18), com uma massa molecular predita de
41,48 kDa e pl de 6.03. A sequéncia possui seis possiveis sitios de N-glicosilagdo em
residuos de asparagina (N61, N131, N209, N225, N265, N345) e sete possiveis sitios de O-
glicosilag¢do em residuos de treonina (T105, T119, T326, T329, T331, T337, T387).

A arvore filogenética foi construida a partir de alinhamento multiplo com sequéncias
de aminodcidos similares a TLPMO1 e TLPMO2. O sequenciamento do genoma de
diferentes géneros de fungos tem auxiliado na taxonomia, contribuindo para as analises
filogenéticas. Os géneros Aspergillus e Penicilium (pertencentes a familia Aspergillaceae)
apresentaram similaridades quando alinhadas com as sequéncias de TLPMO1 e TLPMO?2.
Conforme pode ser observado na Figura 19, as LPMOs provenientes de 7. lanuginosus
ficaram agrupadas com endoglucanases e LPMOs de diferentes espécies do género
Aspergillus e Penicilium. Estudos recentes (baseados no sequenciamento do genoma)
demonstraram que a familia de 7. lanuginosus, Trichomaceae, ¢ um grupo irmdo da familia

de Aspergillaceae (HOUBRAKEN et al, 2014), explicando possivelmente porque estas



proteinas estdo agrupadas em ramos proximos. A proteina TLPMOI1 quando analisada na
fungdo BLASTp, obteve identidade de 80% com uma proteina putativa da familia AA9
(XP_661115.1) de Aspergillus nidulans. Possivelmente, devido a alta similaridade da
sequéncia entre TLPMO1 e a proteina de A. nidulans, estas se agruparam em um mesmo
ramo. Apesar das proteinas TLPMO1 e TLPMO2 terem sido obtidas do mesmo fungo, estas
apresentam algumas diferengas na sequéncia de aminodcidos. Desta forma, estas se
apresentaram proximas (como grupo irmdo) na arvore, porém ndo ocuparam o mesmo ramo.
As proteinas proximas aos ramos de TLPMOI1 e TLPMO?2 sdo proteinas com sequéncia
putativa de A. nidulans e A. calidoustos ainda ndo caracterizadas (marcadas com asterisco na
Figura 19).

10 20 30 40 50 60
MKGSTTASLL LPLLASVTRT SAHGFVSNLV INGVFYRGWL PTEDPYKADP PIGVGWETPN

70 80 90 100 110 120
LGNGFVLPEE ASTDAIVCHK EAEPARGYAS VAAGDKIYIQ WQPNPWPESH HGPVIDYLAP
130 140 150 160 170 180
CNGDCSTVIIK TSLEFFKIDG VGLIDGSSPP GKWADDELIA NGNGWLVQIP EDIKPGNYVL
190 200 210 220 230 240
RHEIIALHEA FNONGAQIYP QCFNLQITGS GTVEPEGTPA TELYSPTDPG ILVDIYNPLS
* * *
250 260 270

TYVVPGPTLI PQAVEIEQSS SAVTATGTPT PAAA
*k k ok Xk X X%

Figura 17- Sequéncia de aminoacidos da proteina putativa TLPMOI1. Os asteriscos cinzas representam
potenciais sitios de N-glicosilagdo em residuos de Asparagina, enquanto que os vermelhos apresentam

potenciais sitios de O-glicosilagao.

10 20 30 40 50 60
MDATQMFDPE SLGHFEGRRI GGASKIGSIE TQASILPSSW QWHDGHVEEL SKDSAAILTA

70 80 90 100 110 120
EISTTHIPFV TFLAFISIAS AHGFVTKITV LGDNNKDYPG FDPSTPKEVP PGLDVAWSTS
* *

130 140 150 160 170 180
ASDQGYMSSS EASYHSKDFI CHRNAKPAPD AAQVHAGDKV QLHWTQWPGP EDHQGPILDY

190 200 210 220 230 240
LASCNGPCSN VEKASLEKWTK IDEAGRFPQG TWATDLLRNG GNTN§VTIPS DLAPGEYVLR

250 260 270 280 290 300
NEITALESAR NMGGAQHYMQ CVNLNVTGTG HRELQGVSAA EFYNPTDPGI LINVWQTQSL

310 320 330 340 350 360

SSYHIPGPTL LAADTGNDGG HSASSTLATV TSRRLSTPSD AMPG§GSYGA ISPPLKPAKG
* x % *

370 380
FHPVCNARFR HGSTFTLTTL VAPPART
*

Figura 18- Sequéncia de aminoacidos da proteina putativa TLPMO2. Os asteriscos cinzas representam
potenciais sitios de N-glicosilagdo em residuos de Asparagina, enquanto que os vermelhos apresentam

potenciais sitios de O-glicosilagao.
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100 XP 018060726.1 glycoside hydrolase family 61 protein Phialocephala scopiformis
100 EPS26325.1 putative cellulose monooxygenase Penicillium oxalicum 114-2

48

KJK66713.1 Glycosyl hydrolase family 61 Aspergillus parasiticus SU-1

29 PQE03122.1 glycosyl hydrolase family 61 protein Rutstroemia sp. NJR-2017a BBW
GAO088572.1 polysaccharide monooxygenase Cel61a Aspergillus udagawae
100 OOF98342.1 lytic polysaccharide monooxygenase Aspergillus carbonarius ITEM 5010
99 E 0JZ88383.1 lytic polysaccharide monooxygenase Aspergillus luchuensis CBS 106.47
100 XP 020061179.1 lytic polysaccharide monooxygenase Aspergillus aculeatus ATCC 16872
TLPMO2
L wo——— XP 661115.1 hypothetical protein AN3511.2 Aspergillus nidulans FGSC A4 *
s
99 CEL09303.1 Putative Copper-dependent polysaccharide monooxygenases (Fragment) Aspergillus calidoustus sk

XP 026628511.1 glycosyl hydrolase family 61-domain-containing protein Aspergillus welwitschiae
100 L[XP 025389101.1 endo-14-beta-glucanase Aspergillus eucalypticola CBS 122712
99 L 0JZ85014.1 Iytic polysaccharide monooxygenase Aspergillus luchuensis CBS 106.47

99

OOF92470.1 lytic polysaccharide monooxygenase Aspergillus carbonarius ITEM 5010

93 ATQ35955.1 auxiliary activity 9 enzyme Talaromyces piceae
100 ﬂECHO?SOQJ Glycoside hydrolase family 61 Penicillium occitanis
EPS30681.1 cellulose monooxygenase Cel61A Penicillium oxalicum 114-2
P

88 XP 026617098.1 glycoside hydrolase 61 Aspergillus thermomutatus
E XP 001267517.1 Glycosyl hydrolase family 61 Aspergillus fischeri NRRL 181
97 XP 025523063.1 family 61 glycosyl hydrolase Aspergillus japonicus CBS 114.51
20

Figura 19- Arvore filogenética das proteinas TLPMO1 e TLPMO2. Uma comparagio utilizando o BLASTp

foi realizada para identificar sequéncias de proteinas com similaridade a TLPMO1 e TLPMO2. Estas sequéncias
(marcadas pelos quadrados vermelhos) foram recuperadas do GenBank e um alinhamento multiplo foi feito
através do software MEGA 7.0. A arvore foi gerada pelo mesmo programa utilizando o método de neighbor-
joining com um bootstrap de 1000. O asterisco apresenta uma sequéncia putativa de uma proteina proxima ao

ramo de TLPMO1.

5.1.2 Expansinas-like da familia Cerato platanina

As sequéncias de expaninas-like obtidas do genoma de 7. lanuginosus quando
analisadas por BLASTp apresentaram dominio conservado para a familia de Cerato platanina
(CP) (Figura 20). De acordo com o banco de dados pfam, a superfamilia de CPs apresentam
proteinas fingicas fitotoxicas com aproximadamente 150 residuos de aminoacidos e quatro
residuos de cisteina que formam duas ligagdes tiossulfeto, caracteristicas que podem ser
observadas nas sequéncias de TLEX2 e TLEX3 (Figura 21 e 22). De acordo com estudos
recentes, as CPs sdo capazes de exibir o afrouxamento de substratos celulosicos sem
atividade enzimatica (caracteristico de expansinas) (COSGROVE, 2017).

A sequéncia génica putativa de TLEX2 possui 456 pb que codifica para uma proteina
com 152 residuos de aminoacidos (Figura 21). A sua massa molecular predita ¢ de 15,78
kDa, com um valor de pl de 4,03. De acordo com analises de predicao utilizando ferramenta
NetOglyc e NetNglyc (item 4.17), a sequéncia apresenta um possivel sitio de N-glicosilagdo

no residuo 135 de asparagina, enquanto que trés possiveis sitios sdo preditos para O-
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glicosilagdo em residuos de treonina (T27, T30 e T31). Para TLEX3, a sequéncia génica
putativa apresenta a mesma quantidade de pares de base e residuos de aminoacidos que
TLEX2. Porém, TLEX3 possui uma massa molecular predita de 15,51 kDa e pl de 4,29.

Quanto a glicosilagdes, nenhum sitio de N-glicosilagao e O-glicosilagdo foram previstos

(Figura 22).

A) TLEX2

1 25 80 75 100 126 152

| ] ' ' ' | 1 ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' | ' ' 1 [l I ' ' ' ' v

MAFLSSALSAL SLTAFARAGPAPOGS TAGTTY DV TYDTLYGYPCL STLAL TORTRENGLYPKEWALCOL PHFPAVGASPTVERUNSPNCWCYRLTYKIKS INTIAVEOAL0GR SOAALLEL TNGRVEL GNITATYERAHOADOFTS
Cerato—-platanin

Cerato—platanin superfamily

B) TLEX3

1 25 S0 75 100 125 152
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KFLGSYLSALSLARFARARPAPOGS TADTSY EVRYDTWWDOAGL STLSLACSOGENGLF THGYAT TGAL PNFPLYGGAPT T ECUNSPNOACYRLTYMDTS INVI GVDVARGGFVLSKAADOL TNGLAEL GHVTATFEPARPADCGFTE
Cerato-platanin

Cerato-platanin superfamily

Figura 20- Dominios conservados das proteinas TLEX2 e TLEX3. A sequéncia foi analisada pelo programa
online da NCBI (conserved domains) que busca os dominios conservados de proteinas. A) Dominio conservado

de TLEX2 e B) Dominio conservado de TLEX3.

10 20 30 40 50 60
MKFLSSALSA LSLTAFAAAG PAZ—’QGSTAG’I; E‘VDVTYDTLY GYPDLSTLAL 'IEGTGENGLY
*

70 80 90 100 110 120
PKGYVVLGDL PNFPFVGASP TVEGWNSPNQ VAQYRLTYKD KSINIIAVDD AQDGFVLSQA

130 * 140 150
ALDELTNGQA VELGNITATY ERAAQALQGF TS
Figura 21- Sequéncia de aminoacidos da proteina putativa TLEX2. Os asteriscos cinzas representam
potenciais sitios de N-glicosilagdo em residuos de Asparagina, enquanto que os vermelhos apresentam

potenciais sitios de O-glicosilagdo. Os residuos de cisteinas (marcados em vermelho) formam duas ligagdes

dissulfeto.

10 20 30 40 50 60
MKFLGSVLSA LSLAAFAAAA PAPQGSTADT SVEVRYDTVY DDAGLSTLSL @SDGENGLF

70 80 90 100 110 120
TRKGYATIGAL PNFPLVGGAP TIEGWNSP@ GP@YRLTYXD TSINVIGVDV ARGGFVLSKA

130 140 150
AMDQLTNGLA EQLGHVTATF EPAAPAIQCF TE

Figura 22- Sequéncia de aminoacidos da proteina putativa TLEX3. A sequéncia de TLEX3 ndo apresenta

potenciais sitios de N-glicosilacdo e O-glicosilagdo. Os residuos de cisteinas (marcados em vermelho) formam

duas ligagdes dissulfeto.
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A partir do alinhamento multiplo de proteinas com sequéncias de aminoacido
similares a TLEX2 e TLEX3, uma arvore filogenética foi construida. As sequéncias de
TLEX2 e TLEX3 sdao muito similares (TLEX2 possui 70% de similaridade com TLEX3) e
conforme pode ser observado na Figura 23, ambas se apresentaram no mesmo ramo. Além
disto, estas proteinas foram agrupadas (em grupos irmdos) juntamente com alérgenos de
polen de A. niger e A. awamori, e a cerato plataninas de duas espécies de Aspergillus: A.
welwitschiae e A. vadensis. Possivelmente estas proteinas foram agrupadas em ramos
proximos devido arelacdo de grupos irmaos das familias Aspergillaceae e Trichomaceae
conforme revisado por Houbraken e colaboradores (2014).

46— XP 001399295.1 allergen Asp f 15 Aspergillus niger CBS 513.88
100 {XP 026625229.1 Cerato-platanin-domain-containing protein Aspergillus welwitschiae

100 GCB18844.1 allergen Asp f 15 Aspergillus awamori

100 ———— XP 025564047.1 allergenic cerato-platanin Asp F13 Aspergillus vadensis CBS 113365
- TLEX2
& —
r 100 TLEX3
23| — PY107650.1 allergenic cerato-platanin Asp F13 Aspergillus sclerotiicarbonarius CBS 121057
100 L—— XP 025570581.1 Cerato-platanin-domain-containing protein Aspergillus ibericus CBS 121593
10 XP 024703054.1 Cerato-platanin-domain-containing protein Aspergillus steynii IBT 23096

RPB29659.1 Cerato-platanin partial Terfezia boudieri ATCC MYA-4762
- PUUB80170.1 Cerato-platanin Tuber borchii

100 I—': PWW76094.1 Cerato-platanin Tuber magnatum
100 RPA92651.1 Cerato-platanin Choiromyces venosus 120613-1
89 XP 002151070.1 allergenic cerato-platanin Asp F13 Talaromyces marneffei ATCC 18224
_| PCG98702.1 Cerato-platanin Penicillium occitanis

)
~

o 100 —— XP 022385147.1 allergenic cerato-platanin Asp F13 Aspergillus bombycis

2D
L xP 015409377.1 allergen Asp f 15 Aspergillus nomius NRRL 13137
3] AGL40516.1 cerato-platanin 3 Crinipellis campanella
34-| KMU74303.1 allergen Asp f 15 Coccidioides immitis RMSCC 3703
RPD61070.1 Cerato-platanin-domain-containing protein Lentinus tigrinus ALCF2SS1-6
35‘| |EJD43449.1 Cerato-platanin partial Auricularia subglabra TFB-10046 SS5

100 | EJD43449.1 Cerato-platanin partial Auricularia subglabra TFB-10046 SS5(2)
RETEN
Figura 23- Arvore filogenética com as proteinas TLEX2 e TLEX3. Uma comparagio utilizando o BLASTp
foi realizada para identificar sequéncias de proteinas com similaridade a TLEX2 e TLEX3. Estas sequéncias
foram recuperadas do GenBank e um alinhamento multiplo foi feito através do software MEGA 7.0. A arvore

foi gerada pelo mesmo programa utilizando o método de neighbor-joining com um bootstrap de 1000.

5.2 Expressao de proteinas recombinantes em K. phaffii

5.2.1 Transformagdo genética de bactérias

A partir dos clones obtidos pela transformagao bacteriana, estes foram cultivados e o

DNA plasmidial (vetor pPGAPZaA, contendo o gene de interesse) digerido para confirmar a
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presenca e tamanho dos fragmentos de genes de interesse. Na Figura 24, podem ser
observados o vetor ndo digerido com enzimas de restricdo para os genes de TLPMOI1 e
TLPMO2, os quais possuem tamanho previsto de 3914 e 4253 pares de base,
respectivamente. O vetor pGAPZaA vazio (sem o gene de interesse) possui 3084 pb e os
fragmentos dos genes possuem 822 pb (TLPMOI1) e 1161 pb (TLPMO2). O fragmento de
TLPMO?2 ficou abaixo do marcador de 1500 pb e TLPMOI1 se apresentou pouco abaixo do
marcador de 1000 pb (Figura 24 A). Ambos os fragmentos se apresentaram proximo ao
tamanho esperado.

Para o vetor pGAPZB contendo os genes de expansina-like, quando ndo digerido
apresenta um tamanho aproximado de 3284 pares de base. Os fragmentos de gene de TLEX2
e TLEX3 apresentam mesmo tamanho contendo 456 pares de base. O DNA plasmidial para a
digestao foi obtido de duas colonias de bactérias transformadas com TLEX3 (colonia 1 € 2) e
somente uma coldnia para TLEX2 (colonia 2). Conforme pode ser observado na Figura 24 B,
ambos fragmentos de gene de TLEX2 e 3 ficaram proéximo ao marcador molecular de 500 pb.

Desta forma, o tamanho esperado para estes fragmentos foi confirmado através da analise por

gel de agarose.

TLPMOI digerido
TLEX3 C1 nio digerida
TLEX3 C1 digerida
TLEX3 C2 nido digerida
TLEX3 C2 digerida
TLEX2 C1 nido digerida
TLEX2 C1 digerida

TLPMO2 nio digerido
TLPMOI nio digerido

TLPMO2 digerido

MM MM

500

A) B)

Figura 24- Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% do DNA plasmidial obtido de colonias
transformadas de bactérias. As amostras foram digeridas com enzimas de restricdo EcoRI e Xbal. A) DNA
plasmidial digeridos e ndo digeridos contendo os fragmentos de gene de TLPMO! e TLPMO2 O marcador
molecular (MM) utilizado foi GeneRuler DNA ladder Mix (Thermo Fisher Scientific). B) DNA plasmidial
(obtidos de coldnias transformadas de bactérias) digeridos e ndo digeridos contendo os fragmentos de gene de

TLEX2 e TLEX3. O marcador molecular utilizado / kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific).

56



5.2.2 Transformacdo genética de K. phaffii

Apo6s a confirmagdo dos tamanhos corretos dos fragmentos dos genes de interesse, o
DNA plasmidial purificado de cada um dos genes foi linearizado para transformacgdo da
levedura. A linearizacdo foi realizada com uma enzima que cliva somente uma vez na regido
do promotor GAP e nido interfere na sequéncia da proteina de interesse. Para a verificacao,
uma pequena aliquota do DNA linearizado foi analisado por eletroforese em gel de agarose
0,8%. A migracdo das amostras linearizadas apresentou-se de forma distinta quando
comparadas ao DNA integro, isto ocorre pela diferenca na compactagdo do DNA. Com o
DNA linear, a migracdo ¢ mais lenta pela malha do gel devido ao maior grau de
descompactacdo da molécula. Ja na forma nao linearizada, o DNA estd mais enovelado e ¢
capaz de migrar mais rapidamente pelo gel (DE-SOUZA; BRIGIDO; MARANHAO, 2016).

Desta forma, a Figura 25 A confirmou a linearizacdo dos plasmideos contendo
TLPMOI (possui 3914 pb e ficou proéxima ao marcador de 4000 pb) e TLPMO2 (possui 4253
e ficou acima do marcador de 4000 pb) pelo padrao diferente de migracdo das bandas e
tamanho esperado. A Figura 25 B, também apresentou a linearizagdo de TLEX2 e TLEX3
devido a diferente migracdo do DNA plasmidial linearizado e ndo linearizado. Além disto,
TLEX2 e TLEX3 ficaram acima do marcador de 3000 pb, préximos ao esperado pois ambos

apresentam tamanho aproximado de 3284 pb.

TLPMO2 nio digerido
TLEX3 nio digerida
TLEX3 digerida
TLEX2 nio digerida
TLEX2 digerida

c
=)
i
W
20
o
—
)
=
B
-l
=

TLPMOI1 ndo digerido

| Jll TLPMO? digerido

4000
3000

A) B)

Figura 25- Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% do DNA plasmidial linearizado com enzima de
restricio BspHI. A) DNA plasmidial linearizado contendo os genes de LPMO (TLPMO 1 e 2). Marcador
molecular (MM) utilizado: GeneRuler DNA ladder Mix (Thermo Fisher Scientific). B) DNA plasmidial
linearizado contendo os genes de expansina (TLEX 2 e 3). Marcador molecular (MM) utilizado: / kb plus DNA

ladder (Thermo Fisher Scientific).
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A integracdo no genoma da levedura ocorre por recombina¢do homologa entre o
DNA transformante linearizado e regides de homologia no genoma (locus do promotor GAP)
de K. phaffii. Com o vetor de expressdo integrado no genoma, a estabilidade dos
transformantes ¢ afetada de forma positiva (CEREGHINO; CREGG, 2000). Apds a
transformagdo em levedura, as colonias capazes de crescer em meio com antibidtico foram
isoladas e analisadas por PCR para a verificagdo da integracdo do plasmideo no genoma da

levedura.

5.3 Analise das colonias positivas

5.3.1 Confirmacdo da insercdo do vetor de expressio por PCR

O DNA genomico das leveduras foi extraido empregando kit comercial e submetido
a andlise para confirmagdo por PCR da inser¢do do vetor de expressdo no genoma de K.
phaffii. Os oligonucleotideos utilizados amplificaram a regido do promotor GAP (forward) e
terminador 3’AOX (reverse), estes produzem um produto de PCR de 540 pb que deve ser
contabilizado ao inserto para interpretacdo dos resultados. As colonias 3 e 4 de TLPMOI
possuem tamanhos previstos de 1370 pb (830 pb do gene adicionados 540 pb). Os fragmentos
ficaram pouco acima do marcador molecular de 1200 pb (Figura 26 A), préximos ao

esperado.

TLPMO1 C3
TLPMO1 C4

MM

TLEX3 C2
TLEX3 C4
TLEX3 Cé6
TLEX2 C2
TLEX2 C4
TLEX2C5

MM

1200
800

A) B)

Figura 26- Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de DNA amplificados por PCR para verificacio
da insercdo do gene de interesse no genoma da levedura. (A) Colonias 3 e 4 de TLPMO1 apresentaram
amplificacdo dos fragmentos corretos. (B) Colonias 2, 4 e 6 de TLEX3 e 2, 4 ¢ 5 de TLEX2 apresentaram
ampliagdo dos fragmentos corretos. O marcador molecular (MM) utilizado foi GeneRuler DNA ladder Mix

(Thermo Fisher Scientific).
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Para os clones expressando as expansinas-like, os oligonucleotideos utilizados
amplificaram a regido do promotor GAP (forward) e terminador 3’ AOX (reverse) produzindo
um produto de PCR de 275 pb foram contabilizados ao inserto para interpretagdo dos
resultados. Trés colonias (2, 4 e 6) de TLEX2 apresentaram fragmentos amplificados por
PCR na altura do marcador de 800 pb, confirmando o padrdo esperado (456 pb adicionados
275 pb do produto de PCR, totalizando 731 pb). O fragmento de gene de TLEX3 foi
amplificado nas colonias de 2, 4 e 6, apresentando migragdo no gel proximo ao marcador de
800 pb, confirmando o tamanho esperado de 731 pb (Figura 26 B).

A expressao da proteina TLEX2 e TLEX3 serdo abordadas no tdpico 5.4 enquanto
que TLPMOI1 e TLPMO?2 vao ser relatadas no topico 5.5.

5.4 Expressao da proteina recombinante: expansina-like (TLEX2 e TLEX3).

Uma vez que clones positivos para TLEX2 e TLEX3 foram obtidos, avaliou-se a
expressdo das proteinas recombinantes cultivadas em meio de cultura YPD e BMGY. Um
fator importante para o crescimento de microrganismos a altas densidades celulares ¢ a
escolha do meio de cultura utilizado. Além disto, a otimizagdo destes meios tem sido
essencial para aumentar a expressdo de proteinas recombinantes. A composi¢ao do meio de
cultura, a proteina recombinante a ser expressa e a linhagem hospedeira escolhida devem ser
levados em consideracdo para alcangar resultados mais satisfatorios (MATTHEWS et al,

2017).

5.4.1 Expressao das colonias positivas de TLEX2 e TLEX3 em meio YPD

Para a avaliag@o da expressdo das colonias confirmadas por PCR, foi feito um cultivo
em frascos de 250 mL com meio YPD com as coldnias positivas de TLEX2 (coldnias 2,4 € 5)
e TLEX3 (coldnias 2 e 6). As amostras retiradas no decorrer do cultivo (0 a 96 horas) foram
analisadas por SDS-PAGE e Western-blot. As proteinas presentes nas amostras foram
quantificadas por BCA e foram aplicadas no gel de SDS-PAGE. Este foi corado com prata, e
a banda de TLEX2 ndo pdde ser observada para nenhuma das coldnias analisadas (Figura 27
A). O tamanho predito para a expansina-like TLEX2 ¢ de 15,78 kDa. No trabalho de Baccelli
e colaboradores (2014), uma expansina-like da familia CP foi expressa em K. phaffii € o
tamanho observado no gel de SDS-PAGE foi de 17 kDa. Além disto, as expansinas de

plantas candnicas (que possuem os dois dominios conservados) apresentam tamanho
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molecular pequeno préximo aos 26 kDa (BACCELLI et al, 2014). Préximo ao tamanho
molecular das proteinas relatadas na literatura, as colonias de TLEX2 apresentaram a banda
da proteina recombinante pouco abaixo do marcador molecular de 25 kDa quando analisadas
por Western-blot (figura 27 B). Possivelmente o aumento do peso molecular de TLEX2 foi
devido a N e O glicosilagdes preditas em sua sequéncia, pois ¢ uma das modificagdes pos
traducionais mais comuns em K. phaffii (WANG et al, 2014).

A proteina TLEX2 provavelmente foi produzida em pequenas concentragdes e, desta
forma, foi observada somente no Western-blot. A imunodetec¢do de proteinas em filtro de
nitrocelulose, conhecido como Western-Blot, possui maior sensibilidade quando comparado a
coloragdo com nitrato de prata, pois ¢ capaz de detectar quantidades minimas de proteina (1 a
10 pg) presentes em uma amostra (Manual Invitrogen). A técnica utiliza anticorpos
especificos que se ligam a cauda de histidina da proteina recombinante permitindo a sua
identificagdo. Para as colonias confirmadas por PCR de TLEX3, ndo foi possivel observar a
banda da proteina recombinante por SDS-PAGE e Western-blot conforme pode ser observado
na Figura 28. A proteina TLEX3 possui um tamanho predito de 15,51 kDa e nenhuma banda
foi observada proximo a este tamanho. A coldnia 4 confirmada por PCR nao foi cultivada,

pois ndo apresentou crescimento na placa contendo antibidtico.

TLEX2 C2 96h
TLEX2 C4 72h
TLEX2 C4 96h
TLEX2 C5 72h
TLEX2 C5 96h
PGAP vazio 72h
pGAP vazio 96h
TLEX2 C2 72h
TLEX2 C2 96h
TLEX2 C4 72h
TLEX2 C4 96h
TLEX2 C5 72h
PGAP vazio 72h
pGAP vazio 96h
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Figura 27- Anilise da expressao da proteina recombinante expansina-like (TLEX2) a partir de diferentes
colonias confirmadas por PCR e cultivadas em YPD. Analise das colonias positivas de TLEX2 (2, 4 e 5) por

SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).
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pGAP vazio 72h
pGAP vazio 96h

TLEX3 C2 72h
TLEX3 C2 96h
TLEX3 C6 72h
TLEX3 C6 96h
pGAP vazio 72h
PGAP vazio 96h
TLEX3 C2 72h
TLEX3 C2 96h
TLEX3 C6 72h
TLEX3 C6 96h

MM

Figura 28- Analise da expressdo da proteina recombinante expansina-like (TLEX3) a partir de diferentes
colénias confirmadas por PCR e cultivadas em YPD. Analise das colonias positivas de TLEX3 (2, e 6) por
SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular, PageRuler Plus Prestained Protein (Thermo Fisher
Scientific).

5.4.2 Expressao das colonias positivas de TLEX2 e TLEX3 em meio BMGY

O BMGY ¢ um meio de cultura tamponado que tem como fonte de carbono o glicerol.
Este ¢ enriquecido com diversos nutrientes e bastante utilizado para a expressao de proteinas
recombinantes em K. phaffii. Sendo assim, as colonias positivas de TLEX2 cultivadas em
meio BMGY (frascos de 250 mL), apresentaram expressdo da proteina recombinante que
pdde ser detectada por gel de SDS-PAGE e Western-blot (Figura 29). As proteinas presentes
nas amostras foram quantificadas por BCA. A proteina TLEX2 novamente se apresentou
proximo ao marcador molecular de 25 kDa, assim como na expressdo com o meio YPD. As
expansinas e expansinas-like possuem diferentes padrdes de glicosilacdo, ¢ podem se
apresentar no gel em forma de multiplas bandas. Trabalhos anteriores demonstram os
diferentes padrdes de migracdo das expansinas no gel, devido a sua multipla forma molecular
resultante de glicosilagdes (WANG et al, 2014). Conforme pode ser observado na Figura 29,
a proteina TLEX2 foi expressa por todas as colonias e ndo se apresenta como uma banda
definida. No gel de SDS-PAGE corado com prata e no Western-blot, TLEX2 se apresentou

logo abaixo do marcador de 25 kDa em uma banda mais alongada visualmente.
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Figura 29- Anailise da expressido da proteina recombinante expansina-like (TLEX2) a partir de diferentes
colénias confirmadas por PCR e cultivadas em BMGY. Analise das colonias positivas de TLEX2 (2, 4 ¢ 5)
por SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).

Para a expansina TLEX3, as coldnias positivas que tiveram insercdo do cassete de
expressdo no genoma (2 e 6) ndo apresentaram expressdo da proteina recombinante assim
como no meio YPD. A presenca da proteina ndo foi detectada por SDS-PAGE nem Western-

blot (Figura 30).
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Figura 30- Analise da expressdo da proteina recombinante expansina-like (TLEX3) a partir de diferentes
colénias confirmadas por PCR e cultivadas em BMGY. Analise das colonias positivas de TLEX3 (2, 4 ¢ 5)
por SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).
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Quando comparadas a expressdo em YPD e BMGY, as coldnias cultivadas neste
ultimo meio apresentaram maior crescimento (avaliados pela medida da densidade celular,
DOeoo). As leveduras crescidas em YPD chegaram a uma DOgoo proxima de 30 enquanto que
para o meio BMGY a DOsoo ficou proxima de 70. Diferentes resultados no nivel de expressao
foram observados em estudos anteriores, comparando a glicose e o glicerol como fontes de
carbono no sistema de expressdo controlado pelo promotor GAP. No trabalho de Chen e
colaboradores (2016) melhores resultados na expressdo da proteina hialuronidase humana
foram obtidas em YPD enquanto que outros trabalhos apresentam a expressao de proteinas
recombinantes, como a fitase, obtendo melhores rendimentos em glicerol (meio BMGY)
(TANG et al 2009). O efeito destes meios de cultura, YPD e BMGY, no nivel de expressao
depende possivelmente do gene que estd sendo expresso (CHEN et al, 2016). Desta forma,
devido a diferenca de crescimento das colonias de TLEX2 e do nivel de expressdo entre estes
dois meios, os cultivos seguintes de TLEX?2 foram feitos utilizando o meio BMGY. Por ndo
apresentar expressdo em ambos os meios de cultura, o estudo da proteina TLEX3 ndo foi
continuado nas etapas seguintes (purificac¢do e verificagdo de atividade sinérgica).

Para a etapa de purificacdo, uma unica colonia de TLEX2 foi selecionada. Por serem
proteinas sem atividade hidrolitica, ndo existe um teste rapido e simples que determine qual
colonia recombinante expresse proteina ativa. Desta forma, a colonia 2 (TLEX2-C2) foi

escolhida sem critérios rigidos de sele¢do quanto a atividade da proteina expansina-like.

5.4.3 Purificagdo da proteina recombinante TLEX2-C2.

A colonia 2 de TLEX2 (TLEX2-C2) foi cultivada em 4 frascos de 1000 mL contendo
100 mL de meio BMGY, a fim de se obter maior volume de cultivo e concentragdo da
expansina para sua purificacdo. Na Figura 31, TLEX2-C2 purificada pode ser observada
proxima ao marcador de 25 kDa, tanto por SDS-PAGE como Western-blot. Porém, a
concentragdo de TLEX2-C2 purificada se manteve muito baixa, proxima a uma concentragao
de 0,017 mg/mL (quantificada por BCA). Na Figura 31 A, podem ser observadas o extrato
bruto (sobrenadante) da proteina TLEX2 expressa em 72 e 96 horas. Conforme pode ser visto
na Figura 31 B, a expressdo foi maior em 72 horas. Possivelmente, isto ocorre devido a
producdo de proteases por K. phaffii durante o cultivo. A concentragdo de proteases presentes
no cultivo pode aumentar com o decorrer do tempo, e por consequéncia diminuir a
produtividade da proteina de interesse (AHMAD et al, 2014). Desta forma, cultivos

posteriores foram mantidos até 72 horas, no qual foi observado maior expressao.
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Quando o extrato bruto foi concentrado em amicon, retirou-se uma pequena aliquota
da amostra liberada para verificar se a proteina TLEX2 estava sendo retida pela membrana ou
ndo. Como pode ser observado na Figura 31 B, a proteina TLEX2C2 nio foi retida totalmente
pela membrana, pois mesmo em quantidade menor foi detectada pelo Western-blot. A
amostra de TLEX2C2 foi injetada na coluna de afinidade e apds isto, foi feita a lavagem da
coluna com tampdo contendo 10 mM de imidazol. A banda referente a esta etapa (flow
through) pode ser vista na Figura 31, na qual pode ser concluido que a proteina recombinante
permaneceu ligada a coluna, pois ndo foi detectada pelo SDS-PAGE e nem pelo Western-
blot. A proteina TLEX2-C2 foi purificada utilizando-se esta técnica cromatografica sendo
eluida numa concentracdo de imidazol de 110 a 193 mM. Como pode ser observado no
cromatograma (Figura 32) gerado pelo equipamento Akta, um pequeno pico foi detectado

préximo a fragdo 4, 5 e 6 que correspondem a proteina TLEX2-C2.
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Figura 31- Andlise da expressido da proteina recombinante expansina (TLEX 2) purificada produzida a
partir da colonia 2 em BMGY. Anilise da proteina recombinante purificada por SDS-PAGE (A) e Western-
blot (B). Marcador molecular, PageRuler Plus Prestained Protein (Thermo Fisher Scientific).
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Figura 32- Cromatograma da proteina TLEX2-C2. A proteina foi eluida por um gradiente de linear de 10 a
500 mM de Imidazol (linha verde), detectada nas fragdes 4, 5 ¢ 6 com a concentragdo 110 mM, 152 mM e 193
mM de Imidazol, respectivamente. A linha azul corresponde a absorbéancia de 280 nm que absorve compostos

com anel aromatico, enquanto que a linha vermelha (230 nm) absorve as ligagdes peptidicas das proteinas.

A expansina-like TLEX2-C2 de T. lanuginosus foi expressa sob o controle do
promotor GAP e purificada pela primeira vez neste trabalho. O nivel de sua expressdo pode
ser comparado com proteinas ja descritas na literatura de expansinas de plantas, bactérias e
fungos, conforme pode ser visto na Tabela 10. No trabalho de Wang e colaboradores (2014),
o cultivo de duas expansinas-like foi otimizado adicionando ao meio de cultura PMSF
(fluoreto de fenil-metilsulfonilo, inibidor de protease de serina e cisteina) e tablets inibidores
de protease comercial. As proteinas BsSEXLX1 e TrSwol atingiram concentragdes maximas
de 860 mg/L e 120 mg/L, respectivamente. Os rendimentos foram aproximadamente de 2,4
vezes maior para TrSowl e 86 vezes para BsSEXLX1 em comparagdo com a expressdo em
outras células hospedeiras (Tabela 10). Além disto, quando o inibidor de protease estava
presente uma maior concentra¢do da proteina recombinante foi constatada no sobrenadante.
O trabalho de Liu e colaboradores (2015) também constatou a otimizagdo da producdo de
LeEXP2 através da utilizagio de PMSF e tablete inibidores de protease, alcangando
concentragdo maxima de 70,9 mg/L de proteina recombinante. Assim, para uma maior
obtencdo de TLEX2 cultivos com inibidores de proteases podem ser realizados para otimizar
a producdo desta proteina, que esta relativamente baixa quando comparadas com outras

expansinas-like expressas no mesmo hospedeiro (K. phaffii) (Tabela 10).
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Tabela 10- Expressio de expansinas e expansinas-like provenientes de plantas, bactérias e fungos. *n.d., ndo determinado.

Organismo Expansina Sistema de Vetor de Condicoes de Nivel de expressio Referéncias
expressio expresio cultivo
Lycopersicum Planta Komagataella pPICZaA Frasco: meio 70,9 mg L! Liuetal, 2014
esculentum LeEXP2 pastoris BMGY/ BMMY
X33
Oryza sativa Planta Escherichia coli pET28-a Meio LB n.d.* Seki et al, 2015
OsEXP BL21 p-Coldl
Bacillus subtilis Bactéria Escherichia coli pET21-a Meio LB 10 mg Lt Kim et al, 2009
BsEXLX1
Bacillus subtilis Bactéria Komagataella phaffii pPICZaA Frasco: meio 860 mg L! Wang et al, 2014
BsEXLX1 X33 BMGY/BMMY
Trichoderma reesei Fungo Komagataella phaffii pPICZaA Frasco: meio 120 mg L Wang et al, 2014
TrSwol X33 BMGY/BMMY
Ceratocystis platani Fungo Komagataella phaffii pPIC9 Frasco: meio n.d.* Baccelli et al, 2014
Cerato platanina GS115 BMGY/BMMY
Thermomyces Fungo Komagataella phaffii pGAPZB Frasco: meio 17 mg L Este trabalho
lanuginosus Cerato platanina X33 BMGY
TLPMO1
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5.4.4 Ensaio de sinergismo com celulases e expansina-like TLEX2C2.

Devido a auséncia de atividade enzimadtica da proteina expansina-like, um ensaio de
sinergismo com celulases (celluclast e enzimas de Aspergillus sp) tendo como substrato papel
filtro foi realizado. O celluclast ¢ uma solu¢do que contém celulases provenientes de
Trichoderma reesei, um fungo filamentoso capaz de produzir diversas enzimas de interesse
industrial e laboratorial que degradam a biomassa lignocelulésica (PECIULYTE et al, 2014).
Diversos trabalhos na literatura vém demonstrando que a quantidade de aglicares redutores
liberados em uma reacdo contendo expansinas ou expansina-like e celulases pode ser de 1,4 a
12,3 vezes maior que a reacdo controle contendo apenas a celulase (LIU et al, 2015). Os
ensaios de sinergismo com celulases utilizam como controle negativo o BSA (WANG et al,
2014). Sendo assim, como descrito na literatura o substrato foi tratado apenas com BSA e

TLEX2 que ndo apresentaram atividade hidrolitica conforme o esperado (Figura 33).
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Figura 33- Controle negativo (BSA) e TLEX2. O grafico apresenta a quantidade de agucar liberado em g/L
por TLEX2 e BSA. As diferentes concentragdes das proteinas se encontram no eixo x € estdo em uma

concentragdo de miligramas por grama de substrato.

Para o celluclast, duas concentragdes de enzimas foram testadas: 0,012 ¢ 0,06 FPU. A
Figura 34 A apresenta o resultado do substrato contendo somente celluloclast a uma
concentracao de 0,012 FPU, celluclast adicionada TLEX2 e celluclast mais BSA. Conforme
pode ser observado, quando tratado com celluclast mais BSA a concentracdo de agucar

redutor liberado do substrato foi maior. Conforme a concentragdo de BSA foi aumentada,
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maior a quantidade de agucar liberado. Estudos relatam que o aumento da atividade de
celulases esta relacionado ao fato de que BSA protege estas proteinas da desativagdo térmica,
garantindo uma maior estabilidade (WANG et al, 2014). Nao houve aumento significativo na
liberacdo de agucares quando comparada celluclast sozinha e celluclast incubada com TLEX2
C2.

Quando a concentracdo de celluclast foi aumentada para 0,06 FPU, uma maior
concentragdo de agucar foi liberada chegando a 1,1 g/L. Novamente, quando o substrato foi
tratado com celluclast e BSA uma maior concentragdo de agucar foi produzida dentre todos
os tratamentos, sendo este aumento progressivo com o aumento de BSA na solugdo. Para
TLEX2 nas concentragdes de 0,3 mg/g; 0,5 mg/g e 1 mg/g, juntamente com celluclast pode
ser notado um aumento na liberagdo de actcar quando comparada com celluclast sozinho.
Porém, as maiores concentragdes de acgucares foram liberadas quando incubados com

celluclast e BSA (Figura 34 B).
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Figura 34- Substrato tratado com Celluloclast sob diferentes concentracées contendo TLEX2 e BSA. O
grafico apresenta a quantidade de agucar liberado em g/L por Celluclast adicionada TLEX2, Celluclast
adicionado BSA e Celluclast sozinho. As diferentes concentragdes das proteinas se encontram no €ixo x e estao
em uma concentragdo de miligramas por grama de substrato. A) Celluloclast sob a concentragdo de 0,012 FPU.

B) Celluloclast sob a concentragdo de 0,06 FPU.

Os fungos do género Aspergillus sp. sdo capazes de produzir uma vasta gama de
enzimas que podem ser aplicadas na conversdo da biomassa lignoceluldsica. Sendo assim,
suas enzimas sinergicamente ativas se tornam de grande importincia industrial e para a
pesquisa académica (HOUBRAKEN et al, 2014). Desta forma, quando o substrato foi tratado
apenas com as enzimas de Aspergillus (1 mg/mL), esta condigdo apresentou uma maior
liberagdo de agticares (0,9 g/L) quando comparado aos outros tratamentos. Quando incubadas
em conjunto com BSA e expansina-like, ndo foram observados o aumento da liberacdo de
acucares do substrato. Ambos tratamentos liberaram uma quantidade bastante proxima de

acucar conforme pode ser observado na Figura 35.

69



Aspergillus 1 mg/mL
1,30 -
1,10 -

0,90 -
0,70 m TLEX2 + Asp.
0,50 | BSA + Asp.
0,30 Aspergillus
0,10

0,10 | | 1,00 |

-0,10 - ) 0,30 0,50 )
mg/g

Acucar liberado (g/L)

Figura 35- Substrato tratado com enzimas de Aspergillus contendo TLEX2 e BSA. O grafico apresenta a
quantidade de agucar liberado em g/L por enzimas de Aspergillus a uma concentragdo de 1 mg/mL. O substrato
foi tratado adicionando Aspergillus e TLEX2, Aspergillus ¢ BSA e Aspergillus sozinho. As diferentes
concentragdes das proteinas se encontram no eixo x e estdo em uma concentragdo de miligramas por grama de

substrato.

Sendo assim, ndo foi observado um efeito sinérgico entre a proteina TLEX2 e as
celulases. O resultado do ensaio ndo foi surpreendente, pois até entdo ndo foram reportadas
CPs que possuam atividade sinérgica com celulases. No estudo de Bacelli e colaboradores
(2014), CP nao aumentou a atividade de celulases além daquela observada em BSA. Apenas
a sua capacidade de afrouxar as fibras de celulose do papel filtro foi descrita. Porém, CPs
recém identificadas (como a deste trabalho) devem ser analisadas quanto a sua capacidade
sinérgica, j4 que estas sdo capazes de afrouxar as fibras de celulose e facilitar o acesso de
celulases ao substrato aumentando a quantidade de acucares liberados. Desta forma, ensaios
para a verificacdo da capacidade do afrouxamento de fibras de celulose posteriores devem ser

realizados com TLEX2.

5.5 Expressao da proteina recombinante: LPMO (TLPMO1 e TLPMO2)

5.5.1 Avaliacao da expressdo de TLPMOI sob controle do promotor pGAP
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A fim de se avaliar a expressdo das proteinas recombinantes das colonias 3 e 4 de
TLPMOI1 confirmadas por PCR, foi feito o crescimento em meio YPD em frascos
Erlenmeyer. Ao decorrer do crescimento, foram retiradas amostras nos pontos de 0 a 96 horas
(nas quais as proteinas foram quantificadas por BCA) que foram submetidos a andlise por
SDS-PAGE e Western-Blot. O gel SDS contendo o sobrenadante do cultivo das colonias 3 e
4 de TLPMOI1 foram coradas primeiramente com Comassie-Blue. Ao comparar o padrao de
bandas com o controle (pGAPZaA vazio), foi possivel a visualizagdo de bandas de
aproximadamente 40 kDa conforme pode ser observado pelas setas na Figura 36. A massa
molecular prevista para a proteina TLPMOI foi de 29,16 kDa, porém ao adicionar o peptideo
sinal, epitopo myc, cauda de histidina a sequéncia e possiveis N e O glicosilagdes, a sua
massa molecular pode ter sido aumentada, levando a acreditar que a banda vista no gel
poderia pertencer a TLPMOI. Para a confirmacdo da proteina recombinante, o gel de SDS foi
corado com Nitrato de prata que ¢ considerado de 100 a 1000 vezes mais sensivel na
detec¢do de baixas concentragdes da proteina de interesse (Figura 37). (DE-SOUZA;
BRIGIDO; MARANHAO, 2016). As bandas por volta de 40 kDa se confirmaram como
sendo proteinas nativas de K. phaffii X33, pois o controle negativo apresentou o mesmo

padrdo de bandas conforme apontados pelas setas na Figura 37.

TLPMOI1 C3 Oh

TLPMO1 C3 24h
TLPMO1 C3 48h
TLPMOI1 C3 72h
TLPMOI1 C3 96h
TLPMO1 C4 48h
TLPMOI1 C4 72h
TLPMOI1 C4 96h
pGAP vazio 96h

MM

Figura 36- Andlise da expressio da proteina recombinante TLPMO1 por SDS-PAGE a partir das
colénias 3 e 4 confirmadas por PCR e corado com Comassie-Blue. Os diferentes pontos (0 a 96 horas)
retirados durante o experimento de expressdo enzimadtica, assim como o controle negativo (pGAPvazio).

Marcador molecular PageRuler Plus Prestained Protein (Thermo Fisher Scientific).
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Figura 37- Andlise da expressio da proteina recombinante TLPMO1 por SDS-PAGE a partir das
colonias 3 e 4 confirmadas por PCR e corado com Nitrato de Prata. Os diferentes pontos (48 a 96 horas)
retirados durante o experimento de expressdo enzimdtica, assim como o controle negativo (pGAPvazio).

Marcador molecular PageRuler Plus Prestained Protein (Thermo Fisher Scientific).

Como as coldnias 3 e 4 de TLPMOI1 tiveram a inser¢do do plasmideo no genoma da
levedura, ¢ possivel que a proteina recombinante tenha sido produzida em concentragdes
muito baixas que ndo foram visualizadas por SDS-PAGE. Por possuir maior sensibilidade
para deteccdo de proteinas, foi feito o Western-blot. Porém, o ensaio ndo apresentou resultado
positivo confirmando que a proteina TLPMO1 ndo foi produzida. Possivelmente, a proteina
pode ter sido expressa em concentragdes muito baixas e nao foi detectada por nenhuma das
metodologias citadas. Além disto, o anti-corpo anti his-tag pode nao ter se ligado a TLPMO1
devido a sua conformagao (ndo expondo a cauda de histidina) e assim, ndo marcando a banda
da proteina no Western-blot. Desta forma, uma nova estratégia foi abordada: o fragmento de
gene de TLPMO1 e TLPMO?2 foram clonados em vetor sob controle do promotor AOX e os

resultados das etapas de clonagem e ligacdo sdo descritas nos itens a seguir.

5.5.2 Expressdo de TLPMOI e TLPMO? clonadas no vetor pPICZaA

5.5.2.1 Clonagem dos genes no vetor pPICZaA
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Os genes correspondetes as LPMOs foram clonados originalmente no vetor
controlado pelo promotor GAP. Para a clonagem no vetor pPICZaA, os fragmentos dos
genes ainda ligados no vetor pGAPZoA foram tratados com enzimas de restricdo a fim de
liberar os fragmentos para a clonagem no vetor sob o controle do promotor AOX1. Desta
forma, o vetor pPICZoA também foi submetido a digestdo nos sitios de restri¢ao especificos
aonde seriam clonados os fragmentos de gene das LPMOs. Desta forma, foi feito um gel para
confirmar a digestdo dos fragmentos corretos e sua purificagdo. Como pode ser observado na
Figura 38, o fragmento de gene de TLPMO1 (822 pb) ficou acima do marcador molecular de
700 pb, enquanto TLPMO2 (1161 pb) se apresentou pouco acima do marcador de 1000 pb.
Ambos os fragmentos ficaram préximos ao tamanho esperado. O vetor pPICZaA vazio
apresenta tamanho aproximado de 3600 pb, quando digerido por Xbal e EcoRI seu tamanho
diminui em aproximadamente 65 pb. Conforme observado na Figura 38, o vetor ndo digerido
se apresentou proximo ao marcador de 4000 pb. Apos a digestdo, o vetor apresentou diferente
padrao de migracdo no gel com a banda pouco abaixo do vetor ndo digerido. Sendo assim, os
fragmentos de gene e vetor se apresentaram no tamanho esperado, e foram purificados a

partir do gel. A reacdo de ligagdo entre os fragmentos de gene e o vetor purificados foram

realizadas com a enzima T4 ligase.
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TLPMOI nio digerido
TLPMOI digerido
TLPMO?2 digerido

pPICZaA digerido
TLPMO2 nio digerido

Figura 38- Anilise eletroforética em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de gene de TLPMO1, TLPMO2
e vetor pPICZaA digeridos por Xbal e ecoRI. Marcador Molecular (MM) [ kb plus DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific).
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Ap6s a ligacdo do gene desejado (TLPMOI1 e TLPMO2) com o vetor pPICZaA, o
sistema foi utilizado para transformar a bactéria E coli. Para TLPMOI, o crescimento de
apenas uma colonia foi observado na placa, enquanto que para TLPMO2, trés colonias
apresentaram crescimento. Sendo assim, estas colonias foram cultivadas e submetidas a
purificagdo do DNA plasmidial. Este DNA foi entdo novamente digerido com as enzimas de
restricdo especificas (locais aonde foram inseridos os fragmentos de interesse) para
verificagdo da ligagdo dos fragmentos ao vetor. A colonia 1 de TLPMOI1 apresentou um
fragmento com tamanho esperado proximo ao marcador molecular de 800 pb. Para TLPMO2,
a colonia 1 apresentou um fragmento proximo ao marcador de 1200 pb, a colonia 2
(TLPMOC?2) apresentou fragmento pouco acima ao marcador 1000 pb e a colonia 3 ndo

apresentou liberagdo do fragmento do gene de interesse (Figura 39).

TLPMOI1C1
TLPMO2C1
TLPMO2C2
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Figura 39- Anailise eletroforética em gel de agarose 0,8% para confirmar a ligacdo dos fragmentos
digeridos dos genes de TLPMO1 e TLPMO2 no vetor pPICZaA. A digestdo foi feita com as enzimas de
restricdo Xbal e EcoRI. Marcador Molecular (MM) I kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific).

Desta forma, a colonia 1 de TLPMOI foi utilizada para o restante dos experimentos
pois apresentou o fragmento de gene do tamanho esperado. Para TLPMO?2, a colonia 2 foi
selecionada para os demais experimentos, ja que foi a Unica entre as trés, que exibiu o
fragmento de gene proximo ao tamanho esperado. Assim, ambas colonias positivas para o
vetor com o gene de interesse ligado foram cultivadas e seu DNA plasmidial purificado para

transformagdo genética de levedura.
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5.5.2.2 Obtencdo de transformantes de K. phaffii com TLPMO 1 e 2

Para a transformag¢do de K. phaffii, é necessario que o plasmideo esteja linearizado
para a eficiente recombinagdo entre o plasmideo pPICZaA e regides de homologia (locus do
promotor AOX1) no genoma da levedura. Conforme pode ser visto na Figura 40, o DNA
plasmidial ndo linearizado e linearizado migraram pela malha do gel de forma diferente. A
amostra linearizada ficou entre o marcador molecular de 4000 pb e 5000 pb, tamanho
aproximado de TLPMO1 (4400 pb) e TLPMO2 (4700 pb). Assim, apds a confirmagdo o
DNA linear foi transformado em levedura sendo possivel a obtencdo de clones para TLPMO1

e TLPMO2.
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Figura 40- Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% para confirmar a linearizacio dos genes de
TLPMO1 e TLPMO2 no vetor pPICZaA. A enzima de restricio Pmel foi utilizada. Marcador Molecular
(MM) [ kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific).

Para a confirmagao do inserto no genoma da levedura, foi feito uma PCR das colonias
obtidas pela transformacdo. Para a interpretacdo correta dos resultados, os oligonucleotideos
utilizados que amplificaram a regido do promotor AOX5’ (forward) e terminador 3°’AOX
(reverse) produzindo um produto de PCR de 588 pb foram contabilizados ao inserto.
Diferentes padrdes de banda podem ser visualizados no gel de agarose, caso os fenotipos das
colonias transformadas sejam diferentes. Para o fenotipo Mut”, uma banda com tamanho de

2200 pb correspondente ao gene AOX1 e outra banda do tamanho do inserto (adicionado o
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produto de PCR) podem ser visualizadas. Este ¢ denominado como Mut", pois o promotor do
gene AOX1 continua intacto sendo capaz de assimilar o metanol de maneira habitual. Para o
fenotipo Mut®, a letra “s” é proveniente do inglés slow (devagar) na qual o metanol é
assimilado de maneira menos eficiente, pois o plasmideo ¢ integrado na regido do gene
AOX1 fazendo com que tenha a sequéncia modificada e apenas o gene AOX2 continua ativo.
Quando analisado em gel de agarose, apenas a banda do inserto pode ser observada para o
fenotipo Mut®. Ainda pode ocorrer o fendtipo Mut, no qual a assimilagdo de metanol é
comprometida pois ambos genes (AOX1 e AOX2) foram modificados pela integracdo do
plasmideo (COS et al, 2016).

Assim, catorze colonias foram avaliadas para a confirmagao da inser¢ao do fragmento
de interesse no genoma de K. phaffii. Diversas bandas foram amplificadas demonstrando
fenotipos Mut® e MutS. As colonias 8 e 11 apresentaram amplificagio do gene AOXI1
(fragmento de 2200 pb) que migrou proximo ao marcador molecular de 2000 pb e a banda
correspondente ao gene de interesse (822 pb) adicionados ao produto de PCR (588 pb)
totalizando 1410 bp. Sendo assim, as coldnias 8 e 11 apresentam o fendtipo Mut”, pois as
duas bandas esperadas (gene AOXI e inserto) foram amplificadas. Apesar da fraca
intensidade, a amplificacdo da banda do inserto e do gene AOX1 também foram observadas
nas colOnias 14, 15 e 16. As colonias 4, 13 e 17 apresentaram apenas a amplificacdo da banda
do inserto, sugerindo o padrio para o fendtipo Mut®. As demais col6nias ndo apresentaram

amplificacdo da banda correspondente ao inserto ou ao gene AOX1 (Figura 41).
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Figura 41- Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de DNA amplificados das colonias de TLPMO1
por PCR para verificacdo da insercio do gene de interesse no genoma da levedura. O marcador molecular

(MM) utilizado foi GeneRuler DNA ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).
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Assim, as colonias 4, 8, 11, 13, 14, 15, 16 e 17 foram selecionadas para a etapa de cultivo e
verifica¢do da expressdo da proteina recombinante TLPMO1.

Para TLPMO?2, dezessete colonias foram obtidas pela transformacdo de leveduras e
avaliadas por PCR. Os oligonucleotideos utilizados que amplificaram a regido do promotor
AOXS’ (forward) e terminador 3’AOX (reverse) produzem um produto de PCR de 588 pb
que foram contabilizados a TLPMO2, totalizando em 1757 pb (1169 pb adicionados a 588
pb). Conforme pode ser observado na Figura 42, as colonias 11 e 17 apresentaram a
amplificacdo da banda do gene AOX! (2200 pb) pouco abaixo do marcador de 2500 pb e a
banda relativa ao inserto (1757 pb) préximo ao marcador molecular de 2000 pb, sendo assim
possivelmente Mut®. Apesar da baixa intensidade, a banda do gene 40X1 foi amplificada nas
colonias 9 e 10 apresentando a amplificagdo desta e do inserto proximos ao marcador de 2000
pb. As demais colonias ndo apresentaram amplificagdo do DNA plasmidial contendo o gene
de interesse TLPMO2. Assim, as colonias 9, 10, 11 e 17 foram cultivadas para avaliar a

expressao da proteina recombinante por SDS-PAGE e Western-blot.
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Figura 42- Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% de DNA amplificados das colonias de TLPMO2
por PCR para verificacdo da insercio do gene de interesse no genoma da levedura. O marcador molecular

(MM) utilizado foi GeneRuler DNA ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).

5.5.2.3 Expressdao da proteina TLPMO1

As oito coldnias confirmadas por PCR de TLPMO1 foram cultivadas em frascos de

250 mL contendo meio BMMY. A Figura 43 A, apresenta o gel de SDS-PAGE confirmando
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a expressdo da LPMO das colonias 4, 8, 11 e 13. O tamanho predito para TLPMOI1 ¢ de
29,16 kDa, porém esta se apresentou proximo ao marcador molecular de 55 kDa e 130 kDa.
Este aumento do tamanho da proteina pode estar relacionado com a adi¢do do epitopo myc,
cauda de histidina a sequéncia e possiveis sitios para N e O glicosilagdes. O ensaio de
Western-blot também detectou a presenca da proteina TLPMO1 (Figura 43 B). As colonias
14, 15, 16 e 17 também foram cultivadas nas mesmas condi¢des, a expressdo da proteina
TLPMOI1 foi visualizada pelo gel de SDS-PAGE e por Western-blot (Figura 44). Assim,
todas as colonias confirmadas por PCR expressaram a proteina TLPMO1 contendo uma
banda proxima ao marcador molecular de 55 kDa e uma banda apresentando possivel
dimerizagdo proxima ao marcador de 130 kDa. Provavelmente, a proteina TLPMO1 também
pode ter sofrido glicosilagdes (pois possui sitios potenciais) aumentando o seu tamanho
molecular. No trabalho de Jagadeeswaran e colaboradores (2018), uma LPMO recombinante
de A. nidulans (AN1602) produzida em K. phaffii apresentava tamanho esperado de 36,7
kDa, porém o observado foi por volta de 75 kDa. Assim como TLPMOI, a diferenga no
tamanho molecular da proteina AN1602 provavelmente decorreu de N e O glicosilagdes fato

que ja foi observado em diversas LPMOs (JAGADEESWARAN et al, 2018).
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TLPMO1 C13 96h
PPIC vazio 72h
TLPMOI1 C4 72h
TLPMOI1 C4 96h
TLPMOI1 C8 72h
TLPMO1 C8 96h
TLPMO1 C11 72h
TLPMO1 C11 96h
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pPIC vazio 72h

130 130

.
i
3
i

70
55

70 -

o T T I ILL)

A) B) =

Figura 43- Analise da expressio da proteina recombinante TLPMO1 a partir das colonias 4, 8, 11 e 13
confirmadas por PCR e cultivadas em BMMY. Analise da expressdo das colonias 4, 8, 11 e 13 de TLPMO1
por SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).
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Figura 44- Anilise da expressio da proteina recombinante TLPMO1 a partir das colénias 14, 15, 16 e 17
confirmadas por PCR e cultivadas em BMMY. Andlise da expressdo das colonias 14, 15, 16 ¢ 17 de
TLPMOI1 por SDS-PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).

Sendo assim, por ndo possuir um teste de atividade rapido e de baixo custo, apenas
uma coldnia confirmada de TLPMOI1 foi escolhida para testes posteriores pelo seu fendtipo.
A colbnia 8 de TLPMO1 (TLPMO1-C8) que possui o fenotipo Mut* foi selecionada para as
etapas posteriores de cultivo e purificagdo. Os diferentes fenotipos, como Mut™ e MutS,
apresentam diferencas na producdo da proteina recombinante e crescimentos celular. A
escolha de clones Mut" vem sendo relatada na literatura como um fenétipo utilizado para
expressdo de diversas proteinas como revisado no trabalho de Macauley-Patrick e
colaboradores (2005). Porém, o fen6tipo ideal para uma dada aplicagdo pode diferir exibindo
linhagens Mut® com maior produtividade do que as colonias Mut™ em alguns casos (IA et al,
2013). Desta forma, por motivos relacionados a limitagdo do laboratério e tempo, apenas a

colonia 8 com fendtipo Mut* foi escolhida para as etapas posteriores.

5.5.2.4 Purificacdo de TLPMO1

O cultivo para a purificagdo foi feito com a coldnia 8 em 4 frascos de 1000 mL
contendo meio BMMY. Assim, o extrato bruto do cultivo de TLPMO1-C8 foi concentrado
em amicon aproximadamente 10 vezes. A banda denominada ‘amicon’ que pode ser
observada na Figura 45 ¢ referente ao descarte do extrato bruto concentrado no equipamento,

sugerindo que a retencdo de TLPMO1 ndo foi completa. Apos a concentragdo da amostra do
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extrato bruto o mesmo foi submetido a uma cromatografia de afinidade utilizando uma
coluna de niquel. A purificagdo de TLPMOI foi realizada mais de uma vez e o cromatograma
apresenta o resultado de uma das cromatografias realizadas, mostrando o pico de proteina
recombinante na fragdo 8, eluida com uma concentracdo de aproximadamente 450 mM de
imidazol (Figura 46).

Posteriormente, diferentes volumes correspondentes a fragdo 8 foram analisados no
gel de SDS-PAGE (Figura 45A) para avaliar o grau purificagdo da proteina TLPMO1 (Figura
45), que mostrou uma banda correspondente a massa molecular de 55 kDa. Pequenas bandas
também foram visualizadas proximas ao marcador de 70 kDa. Isto pode ser resultado de
diferentes processamentos da proteina como uma diferenga na glicosilagdo, conforme foi
destacado com a LPMO recombinante expressa em K. phaffii no trabalho de Patel e
colaboradores (2016) bem como pode ser atribuido a artefatos da propria coloragdo de prata
descritos na literatura (OCHS et al,1983). Na figura 45 B, a banda referente a 70 kDa nao
foram marcadas no Western-blot sugerindo que esta apareceu possivelmente em decorréncia
dos atributos da coloragdo. No trabalho de Patel e colaboradores (2016), apds a purificacao
da LPMO recombinante proveniente do fungo Pestalotiopsis sp, duas bandas foram
observadas sugerindo a formacao de multiplos padrdes de glicosilacdo. Apds a purificacdo de
TLPMO1 C8, a proteina recombinante alcancou uma concentragdo final de 4,4 mg/mL

(quantificada por BCA).

Flow through
TLPMOI1 C8 72h
TLPMO1 C8 96h
pPIC vazio 96h
TLPMOI1 C8 72h
TLPMOI1 C8 96h

Flow through

SpL
10 pL
15 uLL
Amicon
S5puL
10 pL.
15 uLL
Amicon
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Figura 45- Analise da expressio da proteina recombinante TLPMOI1 purificada e cultivada a partir da
colonia 8 em BMMY. Analise da proteina recombinante purificada por SDS-PAGE (A) e Western-blot (B).

Marcador molecular, PageRuler Plus Prestained Protein (Thermo Fisher Scientific).
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Figura 46- Cromatograma da proteina TLPMO1 C8. A proteina foi eluida por um gradiente de concentragado
de 10 a 500 mM de Imidazol (linha verde), sendo detectada na fragdo 8 com a concentragdo 450 mM de
Imidazol. A linha azul corresponde a absorbancia de 280 nm que absorve compostos com anel aromatico,

enquanto que a linha vermelha (230 nm) absorve as ligagdes peptidicas das proteinas.

A proteina TLPMOI1 de 7. lanuginosus foi descrita e purificada pela primeira vez
neste trabalho, atingindo concentragdo maxima de proteina purificada de 4,4 mg/mL
(quantificada por BCA). Sendo assim, a producdo da proteina recombinante TLPMO1 pode
ser comparada com outras LPMOs ja descritas, conforme pode ser observado na Tabela 11.
Diferentes LPMOs de fungos como N. crassa, G. trabeum ¢ T. reesei foram expressas em K.
phaffii sob o controle do promotor AOXI, confirmando a eficiéncia deste sistema na
expressao de proteinas recombinantes. Dentre as LPMOs apresentadas pela Tabela 11, o
maior nivel de expressdo foi alcangado pela proteina recombinante de G. trabeum seguido
pela TLPMO1 de 7. lanuginosus deste trabalho. Assim, a proteina TLPMOI1 alcangou um

bom nivel de expressdo quando comparadas com outras LPMOs descritas na literatura.
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Tabela 11- LPMOs fiingicas recombinantes sob o controle do promotor AOXI1. O sistema de expressdo, linhagem, condigdes de cultivo e nivel de expressdo foram

apresentadas para as LPMOs recombinantes descritas na literatura. *n.d., ndo determinado.

Organismo Sistema e linhagem de Vetor de expresao Condicdes de Nivel de expressio Referéncias
expressio cultivo
Gloeophyllum trabeum Komagataella pastoris pPICZa Frasco: 0,4 L de 13.1gL! Kojima et al, 2016
(GtLPMO9A-2) KM71H meio YP
adicionado metanol
Neurospora crassa Komagataella phaffii pPICZaA Bioreator: 3 L de PMO01867: 1.57 gL' Kittl et al, 2012
KM71H meio de sais basal PMO002916: 2,76 g L'
PMO003328: 1,82 g L"!
PMO08760: 1.33 gL'}
Neurospora crassa Komagataella phaffii pPICZaA Bioreator: 4 L de Sygmund et al, 2012
X33 meio de sais basale 0.45 gL'
fase de indugao
com metanol
Neurospora crassa Komagataella pastoris  pPINK_GAP_AfCell2 Frasco: 1,5 L de l4gL! Borisova et al, 2015

PichiaPink™ strain 4 A meio YPD
Pestalotiopsis sp. NCi6 Komagataella pastoris pPICZaA Bioreator: 2 L de LPMOA: 0.085 g L Patel et al, 2016
meio de sais basale LPMOB: 0.26 g L'!
fase de indugao
com metanol
Podospora anserina S Komagataella phaffii pPICZaA Bioreator: 2 L de PaLPMO9A: 0,15 gL' Beyetal, 2013
mat+ (PaLPMO9A, X33 meio de sais basale PaLPMO9B: 1 g L*!
PaLPMO9YB) fase de indugdo
com metanol
Podospora anserina S Komagataella phaffii pPICZaA Bioreator: 2 L de n.d.* Bennati-Granier et al, 2015
mat+ (PaLPMO9D) X33 meio de sais basal e
fase de indugao
com metanol
Trichoderma reesei QMO6A  Komagataella pastoris - Bioreator: 2 L de 0,447 g L! Tanghe et al, 2015
(Cel61A) CBS7435 meio de sais basal e
fase de indugao
com metanol
Thermomyces lanuginosus Komagataella phaffii pPICZaA Frasco: 0,4 L de 44¢gL! Este trabalho
X33 BMMY
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5.5.2.5 Ensaio de atividade — Amplex RED

Para avaliar a atividade da proteina purificada TLPMO1 C8, foi empregado o ensaio
de atividade pelo Amplex RED. Este utiliza a formacao de perdxido de hidrogénio (H20)
por uma reacdo lateral da LPMO que ocorre quando ndo hé presenca de substrato. O agente
redutor utilizado na reagdo ¢ o acido ascorbico (AA). A curva padrdo foi realizada e os
valores de absorbancia obtidos foram substituidos na equagdo da reta para o calculo da
concentracdo em micromolar (uM) de H>O,. A Figura 47 apresenta o primeiro resultado
relativo a este ensaio, na qual foi utilizado a TLPMO1 purificada que atingiu a concentragao
de 1,7 mg/mL (quantificada por BCA). Conforme foi descrito no trabalho de Kittl e
colaboradores (2012), a formag¢do de H>O; ¢ diretamente proporcional a concentragdo de
LPMO utilizada. Ou seja, quanto maior a concentragdo de enzima, maior a liberacdo de
H>0O». Assim, quando a concentragdo aproximada de 2 uM de TLPMOI foi utilizada 0,6 uM
de H>O; foram produzidos (Figura 47 A). Aumentada a concentra¢do para aproximados 10
uM, a liberagdo de H>O; foi pouco mais que o dobro da observada anteriormente, chegando a
1,6 uM (Figura 47 B). O controle negativo (TLPMO1 sem a presenca de AA) permaneceu
sem atividade em ambas condi¢des. O controle contendo apenas o tampao do ensaio

adicionado o 4cido ascérbico também ndo apresentou atividade (dado ndo mostrado).
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°2uM
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Figura 47- Resultados do ensaio de atividade amplex-RED com TLPMO1 purificada. O ensaio amplex-red

foi realizado com a TLPMO1 purificada nas concentragdes de 2 e 10 uM.

O ensaio foi repetido com um novo cultivo de TLPMOI, a qual foi purificada e a
produ¢do da proteina recombinante atingiu a concentragdo de 4,4 mg/mL. Para a
concentragdo de 2 pM, a produgdo de H>O; atingiu aproximadamente 1,5 uM. Quando
aumentada para 10 uM, a produgdo de H>O: se aproximou de 4 pM. Por ser um ensaio
bastante sensivel, a leitura dos pontos de tempos em tempos pode sofrer algumas
irregularidades como apresentadas na Figura 48. Na replicata do ensaio, o padrdao visto no
primeiro amplex realizado novamente foi reproduzido: a produgdo de H>O; ¢ diretamente

proporcional a concentracdo de enzima utilizada (KITTL et al, 2012).
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Figura 48- Replicata do ensaio amplex-RED com TLPMO1 purificada. O ensaio amplex-red foi realizado
com a TLPMO1 purificada nas concentragdes de 2 e 10 uM.

Apesar de as mesmas concentragdes terem sido calculadas para ambos os ensaios, a
replicata do experimento pode ter alcangado maior produgdo de H»O> devido a maior
producdo da proteina recombinante (4,4 mg/mL). No primeiro ensaio, o volume utilizado de
proteina TLPMOI1 teve que ser diminuido pois ultrapassaria o volume maximo da reagdo de
100 pL. Neste caso, o volume calculado para se manter préximo da concentragdo de 2 uM
era de 8,5 puL mas foram utilizados apenas 8 plL. Enquanto que para 10 uM o volume
calculado foi de 42 puLL mas apenas 25 pL foram utilizados. Sendo assim, as concentragdes de
TLPMO1 em ambas as condi¢des foi diminuida, o que possivelmente contribuiu para uma
menor produgdo de H>O». Na replicata do experimento, os calculos foram feitos e devido a
alta concentracdo da proteina recombinante (quantificada por BCA) nao foi necessario o
ajuste dos volumes utilizados para cada reagdo. Desta forma, as concentragdes calculadas
permaneceram em 2 ¢ 10 uM.

O amplex ¢ uma metodologia bastante utilizada para verificar a atividade de LPMOs.
Porém, este método apresenta algumas limitagdes como a alta sensibilidade e dificuldade de
medir a atividade de extrato bruto. O ensaio passa a ser mais util para medi¢des rapidas de
atividade da LPMO apds o processo de purificagdo de proteinas (BRESLMAYR et al, 2018).
Assim, outros ensaios de atividade sdo descritos na literatura e podem ser realizados com
estas enzimas. O trabalho de Breslmayr e colaboradores (2018) descreve o ensaio com o

reagente 2,6-dimethoxyphenol (2,6-DMP) que reage com a LPMO até¢ a formagdo de
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coerulignona que pode ser detectada no espectrofotdometro. Além deste, os produtos de reagdo
da LPMO podem ser caracterizados em cromatografia de troca i6nica (HPAEC) e
espectrometro de massas (MALDI-TOF), como apresentados no trabalho de Kadowaki e
colaboradores (2018). Assim ensaios como estes citados, devem ser realizados para a

caracterizacdo da atividade de TLPMO1 no futuro.

5.5.2.6 Expressdao de TLPMO2

Apo6s a confirmagdo das colonias positivas (9, 10, 11, 17) de TLPMO?2, estas foram
isoladas em placas contendo zeocina a 100 pg/mL. Porém, ndo foi observado crescimento em
placa das colonias 9 e 10. Desta forma, o cultivo foi feito apenas com as colonias 11 e 17.
Este foi realizado em frascos de 250 mL contendo meio BMMY e a expressdo da proteina
recombinante foi avaliada por SDS-PAGE e Western-blot (Figura 49). O tamanho predito
para TLPMO?2 ¢ de 41,48 kDa, porém a proteina ndo foi observada no gel de SDS-PAGE e
também ndo foi detectada por Western-blot (o controle positivo do experimento nio foi
mostrado). Apesar do DNA plasmidial ter sido integrado ao genoma da levedura, ndo foi

observada a expressao da proteina recombinante.

TLPMO2 C11 72h
TLPMO2 C11 96h
TLPMO2 C17 72h
TLPMO2 C17 96h
pPIC vazio 96h
pPIC vazio 72h
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Figura 49- Andlise da expressido da proteina recombinante TLPMO2 cultivada em BMMY a partir das
colonias 11 e 17 confirmadas por PCR. Anilise da expressdo das colonias 11 e 17 de TLPMO2 por SDS-
PAGE (A) e Western-blot (B). Marcador molecular Precision plus protein (Biorad).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo a expressdo recombinante de possiveis proteinas
com atividade auxiliar, LPMOs (TLPMO1 e TLPMO?2) e expansina-like (TLEX2 e TLEX3),
na levedura K. phaffii. Para tanto, foi possivel a identifica¢do de quatro sequéncias génicas de
proteinas acessorias putativas no genoma do fungo termofilico Thermomyces lanuginosus.
Estas foram clonadas em vetor de expressdo sob o controle do promotor GAP. A expressao
da proteina TLEX2 foi confirmada e seu tamanho observado foi de 25 kDa, porém, ndo foi
constatada a expressdo da expansina-like TLEX3. As colonias obtidas através da
transformagdo em levedura de TLPMO1 (clonadas no vetor pGAPZaA) foram confirmadas
por PCR e cultivadas. Contudo, ndo foi observada a expressdo da proteina recombinante.
Desta forma, uma nova estratégia foi abordada e os fragmentos de gene de TLPMOI e
TLPMO? foram clonados em vetor de expressdo sob o controle do promotor AOX1. Apds o
cultivo, apenas a expressdo da proteina TLPMOI foi detectada. As proteinas TLEX2 e
TLPMOI foram purificadas em coluna de afinidade. Um ensaio de sinergismo com celulases
e a expansina-like TLEX2 foi realizado e o aumento na atividade de celulases ndo foi
observado. Isto pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo de TLEX2 purificada que
atingiu uma concentracdo maxima de 0,017 mg/mL, sugerindo que a expressdo da proteina
foi baixa. A proteina TLPMOI apresentou uma concentracdo de 4,4 mg/mL apds a
purificagdo e a sua atividade foi confirmada pelo ensaio Amplex-red. O estudo demonstrou

pela primeira vez a expressao de uma LPMO e uma expansina-like do fungo 7. lanuginosus.
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7. PERSPECTIVAS

e Otimizar o cultivo de TLPMO1 e TLEX2.

e Aumentar a escala de produgao para biorreator.

e Caracterizar a proteina TLPMO1 quanto a substrato, temperatura e pH.

e Avaliar os efeitos sinérgicos de TLPMO1 quando em presenga com celulases.

e Avaliar os efeitos sinérgicos de TLEX2 quando em presenca de celulases.

e Analisar o efeito de TLEX2 quanto ao relaxamento das fibras de celulose em papel
filtro.

e Avaliar TLPMOI1 e TLEX2 em coquetéis enzimaticos sobre o bagaco da cana de
acucar hidrolisado.

e Publicacdo de artigos cientificos.
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