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RESUMO

O sequenciamento dos transcriptomas dos insetos-praga Anthonomus grandis
(bicudo-do-algodoeiro) e Telchin licus licus (broca-gigante da cana-de-agucar)
possibilitou a identificacdo e caracterizacdo de novas moléculas potencialmente
envolvidas na degradacdo de biomassa vegetal. Apos analisar os contigs destes
transcriptomas, foram selecionadas para expressdo heterdloga moléculas com
similaridade de sequéncias de aminoacidos para enzimas envolvidas na degradagao
de biomassa vegetal. As moléculas selecionadas foram: (1) uma endo-beta-1,4-
glucanase [(EGase), EC 3.2.1.4], da familia glicosil-hidrolase 45 (GHF45), proveniente
do A. grandis, a qual denominou-se AgraGH45-1; (2) uma Aldo-ceto Redutase da
familia 1 (AKR1), proveniente da T. licus licus, denominada TlicAKR-1; e (3,4) duas -
frutofuranosidases (sacarase/invertase) também de T. licus licus, que foram
denominadas de TlicSuc1 e TlicSuc2. Para validar a funcao das proteinas codificadas
por esses transcritos, foi utilizado um sistema de expressao baseado na levedura
Pichia pastoris para a expressao heter6loga das proteinas correspondentes
estudadas. A atividade de AgraGH45-1 purificada foi detectada no ensaio de
degradagdo de CMC (Carboximetilcelulose) e HEC (Hidroxietilcelulose), nas
condicdes ideais de pH 5,0 a 50° C. Quando comparado a uma celulase comercial de
Aspergillus niger, a enzima AgraGH45-1 foi 30% mais eficiente para degradar o
substrato HEC, nas condicbes testadas. No caso das sacarases, ambas
demonstraram que possuem capacidade de converter sacarose e rafinose em glicose
e frutose, com medigbes realizadas a partir do ensaio de redugao de agucares com
DNS. Ja para TlicAKR-1, foi realizado o ensaio de atividade avaliando-se diferentes
substratos disponiveis, dos quais uma atividade significativa foi encontrada utilizando
2-nitrobenzaldeido; ndo obstante, a enzima conseguiu uma atividade minima com
aldoses (glicose e xilose), utilizando o cofator NADPH. Os dados obtidos com estas
enzimas sao promissores, e fazem destas enzimas interessantes candidatas para dar
continuidade as pesquisas, visando a suas aplica¢des na producao de etanol 2G.

Palavras-chave: Anthonomus grandis. Telchin licus licus. Enzimas. Pichia pastoris.
Expressao heterdloga.



ABSTRACT

The sequencing of transcriptomes of insect pests Anthonomus grandis (boll
weevil) and Telchin licus licus (sugarcane giant borer) allows the identification and
characterization of new molecules potentially used in the degradation of plant biomass.
After analyzing the transcripts’ contigs, molecules with similar amino acid sequences
were selected for enzymes used in the degradation of plant biomass. The selected
molecules were: (1) an endo-beta-1,4-glucanase [(EGase), EC 3.2.1.4], from the
glycosyl hydrolase family 45 (GHF45), from A. grandis, which was named AgraGH45
-1; (2) an Aldo Keto Reductase from family 1 (AKR1), from T. licus licus that was called
TlicAKR-1; and (3.4) two B-fructofuranosidases (sucrase / invertase) from T. licus licus
as well, which were called TlicSuc1 and TlicSuc2. In order to validate the function of
the proteins encoded by these transcripts, an expression system based on the yeast
Pichia pastoris was used for the heterologous expression of the studied proteins. The
activity of purified AgGH45-1 was detected in the degradation assay with CMC
(Carboxymethylcellulose) and HEC (Hydroxyethylcellulose), under ideal conditions of
pH 5.0 at 50 ° C. Compared to the commercial cellulase of Aspergillus niger,
AgraGH45-1 was 30% more efficient to degrade HEC substrate under tested
conditions. In the case of sucrases, both demonstrate the ability to convert sucrose
and raffinose into glucose and fructose, with measurements made from the DNS sugar
reduction assay. In the case of TlicAKR-1, activity assay was performed evaluating
different available substrates, of which a significant activity with 2-nitrobenzaldehyde
was found; nevertheless, an enzyme achieved a moderate activity with aldoses
(glucose and xylose), using the NADPH cofactor. The data obtained with these
enzymes are promising and make these enzymes interesting candidates to continue
the research, aimed at its applications in the production of 2G ethanol.

Keywords: Anthonomus grandis. Telchin licus licus. Enzymes. Pichia pastoris.
Heterologous expression.
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1 INTRODUGAO

A industria de produgdo de biocombustiveis vem sendo periodicamente
aperfeicoada com inovagdes tecnoldgicas para aumentar a producéo, eficiéncia, e
obtencdo de energia mais limpa e renovavel. Os principais biocombustiveis
produzidos no mundo sao o etanol de primeira geragao (1G) e de segunda geracéo
(2G) (LOPES et al., 2016). As pesquisas envolvendo engenharia enzimatica tém se
tornado foco das industrias de producgéao de alcool. As pesquisas envolvendo o uso de
novas celulases, sacarases e outras enzimas, que possam formar parte do coquetel

enzimatico que auxilia na produgao de etanol 2G (LOPES et al., 2016).

Existem varios estudos direcionados a conversao de polissacarideos da
parede celular de plantas em etanol de segunda geragao, desde o desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas (GM), com a finalidade de obter parede celular
vegetal mais suscetivel a degradagao enzimatica, até a engenharia de enzimas
aplicadas para degradar biomassa vegetal, visando a producédo de biocombustiveis.
(DOBLIN et al., 2014; SOUZA et al., 2018). Grande parte dessas enzimas é isolada
de microrganismos, como bactérias e fungos. Os simbiontes, que formam parte do
intestino dos insetos, também tém sido alvo de muitos estudos, principalmente para a
identificacdo de potenciais enzimas enddgenas de insetos. Alguns relatos reportam
que enzimas endogenas de insetos possuem alta atividade apds serem expressas em
células de insetos, ou seja, em sistema homoélogo (LEE et al., 2004; WEI et al., 2006;
KIM et al., 2008; WILLIS et al., 2011).

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman; Coleoptera:
Curculionidae) e a broca-gigante da cana-de-agucar (Telchin licus licus, Lepidoptera:
Castniidae) podem ser considerados fontes de potenciais genes envolvidos na
degradacao de biomassa vegetal, dados os danos que estes insetos-praga causam
quando se alimentam da biomassa dessas culturas. Ja foram descritos genes
codificadores deste tipo de enzimas nos genomas de insetos da ordem Lepidoptera e
Coleoptera, por exemplo (KUMAR et al., 2008; GLASS et al., 2013). Tais enzimas
podem ser utilizadas para pesquisas, visando a produgdo de biocombustiveis de

segunda geragao.



A expressao heterdloga de enzimas enddgenas de insetos é um fato inovador,
porém, tem sido pouco relatado. S&o necessarios mais estudos que envolvam
prospecg¢ao e avaliacdo do potencial destas enzimas, focando principalmente em
ensaios de durabilidade e eficiéncia em relagdo ao tempo de producgéo e obtencéo do
biocombustivel, utilizando misturas de enzimas de caracteristicas desejaveis. Como
as enzimas de inseto provém de organismos eucariotos, muitos pesquisadores
preferem expressa-las em células de inseto. Porém algumas leveduras, como Pichia
pastoris, também sao excelentes sistemas de expressao para a producdo de
moléculas eucaridticas recombinantes. As leveduras, diferentemente das bactérias,
sdo capazes de realizar modificagdes pos-traducionais, como a glicosilagdo, uma das
caracteristicas desejaveis, ja que muitas proteinas provenientes de eucariotos
precisam desta modificagdo para se tornarem funcionais (WEI et al., 2005; WEI et al.,
2006). Ainda em comparagao com a expressao heterdloga em células de insetos, as
leveduras possuem um mecanismo mais simples € menos oneroso de transformacao,
expressao e manutencgao das células, além de serem mais resistentes e de crescerem
e se desenvolverem de forma satisfatéria em biofermentadores (WU e
LETCHWORTH, 2004; MACAULEY-PATRICK et al; 2005; OLIVEIRA et al., 2020).

Com os estudos envolvendo o sequenciamento dos transcriptomas de T. licus
licus e A. grandis, foi possivel se ter acesso a uma importante fonte de genes que
codificam enzimas capazes de degradar componentes de biomassa vegetal.
(FIRMINO et al., 2013; FONSECA et al., 2015). Com base nisso, o presente estudo
descreve a clonagem, expressao e caraterizagao dos genes que codificam uma endo-
beta-1,4-glucanase, proveniente do A. grandis, e de uma Aldo-ceto Redutase e duas

B-frutofuranosidases, provenientes da T. licus licus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOCOMBUSTIVEIS

Biocombustivel pode ser definido como todo combustivel liquido, sdélido ou
gasoso, produzido a partir de organismos vivos; entre estes cabe destacar o etanol, o
biodiesel, o biogas e a lenha. O etanol € um dos principais combustiveis consumido
no mundo. Até o momento, existem trés tipos de etanol classificados quanto ao
processo de produgao, (a) o de primeira geragao (1G), produzido principalmente a
partir de agucares fermentaveis e amido; (b) etanol de segunda geragédo (2G),
produzido a partir de biomassa vegetal nao-fermentavel (celulose, hemicelulose e
lignina); e (c) etanol de terceira geragao (3G), produzido a partir de algas e outros
microrganismos. (CARDONA e SANCHEZ, 2007; UNICA, 2016).

O etanol é produzido principalmente por meio de processo microbioldgico,
denominado fermentagao alcodlica ou etandlica (biocombustivel de 1G). Durante esse
processo, os agucares digeridos pelos microrganismos sao convertidos em etanol,
energia, biomassa celular, CO2 e outros subprodutos (MONCEAUX, 2009).
Normalmente, é utilizada a levedura Saccharomices cerevisiae para realizar essa
funcdo. Agucares prontamente fermentaveis como sacarose, glicose e frutose séo
convertidos diretamente em etanol durante a fermentacdo. No caso dos
polissacarideos como amido, celulose e hemicelulose, estes precisam ser hidrolisados
em acgucares simples a serem fermentados. Para converter agcucares em etanol, as
leveduras gastam cerca de 7% da energia contida nas moléculas de agucar, o que
significa que aproximadamente 93% da energia, presente nos agucares, € convertida
em etanol (BHATIA, 2014). Esses agucares mencionados podem ser provenientes de
diferentes matérias-primas e residuos agricolas. No Brasil, a principal matéria-prima
€ a cana-de-agucar, enquanto nos Estados Unidos (EUA) o etanol é produzido

principalmente a partir de milho.

Segundo o Instituto de Economia Agricola (IEA-2020), o Brasil continua
liderando o ranking como produtor mundial de agucar e cana-de-agucar, sendo o
responsavel pela maior parte do agucar comercializado no mundo. O pais € o segundo
maior produtor de etanol no mundo, seguido dos EUA; contudo é o primeiro em
exportacdo do biocombustivel. Estas duas nagbes produtoras de etanol séo
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responsaveis por aproximadamente 90% da produ¢cdo mundial deste combustivel,
desde o inicio do ano 2000. Este importante comércio internacional contribui para o

aumento da seguranga energética e ambiental no mundo (MME, 2014).

Ha 44 anos, o Brasil vem desenvolvendo tecnologias e gerando avangos
cientificos que contribuiram significativamente para a evolugao da industria de etanol.
Essas importantes contribuicbes aumentaram nosso conhecimento e compreensao
sobre as fermentagdes do etanol 1G e, mais recentemente, do etanol 2G. Atualmente
se tem acesso a novas tecnologias para a produgao de etanol a partir de cana-de-
acucar, milho e outras matérias-primas. Foram desenvolvidas e melhoradas as
condicbes de fermentacdo para reduzir o estresse nas células de leveduras
reutilizadas, assim como para também diminuir a contaminagdo por bactérias e
leveduras selvagens. (LOPES et al., 2016). O pais conta com uma alta e diversificada
produgao de commodities, as quais tém grande potencial para a geragao de energia
sustentavel por meio do aproveitamento da biomassa. “Biomassa pode ser
considerada como qualquer produto biodegradavel, o que inclui: 1) Residuos vegetais
da agricultura, silvicultura, industria de alimentos, etc.; 2) Subprodutos da industria de
polpa e papel; 3) Residuos municipais separados (IEA, 2001). Muitos residuos
agricolas, florestais e industriais produzem uma alta densidade de biomassa que
podem ser aproveitados, como o0 caso da cana-de-agucar, uma das culturas
economicamente mais importantes para o pais. O processo da produgcao de agucar
de mesa libera uma grande quantidade de material lignocelulésico a partir dos
residuos industriais, que podem ser eficientemente aproveitados ao converter os
polissacarideos das folhas, das palhas e do bagaco (que representam dois tercos da
biomassa total) a etanol. O pais também conta com a produgéo de outras importantes
culturas, como madeira de eucalipto e cedro, e os das lavouras de café e arroz. Os
residuos dessas commodities geram o equivalente em volume de combustivel fossil.
(PROTASIO et al., 2013).

Até pouco tempo atras, a producado do pais era limitada a fermentacdo do
melaco de cana. Contudo, desde 2007 os investimentos em pesquisas sobre etanol
2G estimularam a participagao de algumas empresas na produgao de etanol bagacgo
de cana e lixo vegetal; varios projetos de financiamento a pesquisa em etanol 2G
foram estabelecidos, com a fundagao de novos laboratérios e instituicbes de pesquisa.

Esses projetos foram concretizados com o inicio da produgdo em larga escala de
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etanol 2G, quando em 2014, as trés primeiras usinas comerciais de etanol 2G
entraram em operacgao (SOUTINHO et al., 2014). No entanto, a industria brasileira de
etanol 2G vem enfrentado novas desafios cientificos e tecnolégicos para melhorar o
processo de fermentacéo da produgao de etanol no Brasil. Marques (2018) menciona
alguns desses obstaculos, como o custo elevado das enzimas lignoceluliticas, que é
crucial para melhorar a eficiéncia e redugcao do custo das mesmas, a hidrélise de
pentoses e tratamento da lignina, a producdo de contaminantes para a levedura
durante a fermentacao, além dos problemas na parte mecanica do processo e nos

equipamentos do pré-tratamento.

No entanto, a constru¢do de uma ponte entre a Ciéncia e a industria exige
investimentos em pesquisa, desenvolvimento e transferéncia de novas tecnologias
para a industria, além de pessoal qualificado para lidar com novos desafios
tecnolégicos. Nesse sentido, € comum ocorrer, quando sao testadas rotas
tecnoldgicas, um processo de afunilamento até chegar ao processo mais eficiente.
(MARQUES, 2018).

2.1.1 Biomassa vegetal, lignocelulose e cana-de-agucar

A biomassa vegetal é produzida por meio da fixagdo do didxido de carbono do
ar pelas plantas por meio da fotossintese. Essa fixagdo consome, anualmente, 15%
do carbono da atmosfera, e, desse carbono assimilado, metade entra na composicao
da lignocelulose, que compdem a parede celular das plantas (SANDGREN et al.,
2005). Por conseguinte, a lignocelulose € um material organico e o maior componente
estrutural da parede celular de todas as plantas. E constituida por fragdes poliméricas
firmes e fibrosas: a celulose, que é fragcao polissacaridica mais abundante da parede
celular vegetal; entremeadas a ela e em menor proporgdo se encontram a
hemicelulose, a lignina e pectinas, além de uma baixa porcentagem de proteinas
(Castro, 2006). Essas fragbes mais importantes representam 97-99% de toda massa
seca das plantas. Dependendo do tipo de planta e de seu estagio de crescimento, 35
a 50% do seu peso seco é composto por celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 5 a
30% de lignina (LYND et al, 2002). O bagago de cana-de-agucar contém
aproximadamente 46% de celulose, 25% de hemicelulose, e 21% de lignina, como
principais componentes (ABRAMOVAY, 2009).
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O bagacgo da cana-de-agucar € um residuo lignoceluldsico da industria sucro-
alcooleira, que compbe aproximadamente 28% do peso seco da planta.
Anteriormente, no Brasil, o bagaco era considerado apenas um lixo industrial, mais
aproveitado para cogeragao de energia ao queimar esses residuos nas caldeiras das
usinas. Depois de comecar o sistema mecanizado nas colheitas, a quantidade de tais
materiais tem aumentado cada vez mais, pois a industria sucro-alcooleira tem se
tornado uma das principais fontes de renda do pais. As industrias produtoras de
agucar consomem cerca de 340 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, e gera
como subproduto dessa atividade o bagaco de cana, que chega a totalizar até 95
milhdes de toneladas por ano (BUCKERIDGE e GOLDMAN, 2011).

Em 1999, foi langado no Brasil o projeto “Genoma Cana”, financiado pela
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), um projeto com
fins de melhorar e inovar a producéo de etanol 2G. Uma pesquisa realizada por esta
instituicdo, com a finalidade de melhor compreender a estrutura e os componentes da
parede celular da cana-de-agucar, descobriu que o colmo e as folhas da planta contém
alto teor de agucares, em maior proporgéo para hemiceluloses (50%) do que celuloses
(30%), aléem das pectinas, que representam 10% do peso seco. Os avangos na
tecnologia para a produgao de etanol de segunda geracdo estdo mais focados na
sacarificacdo da celulose; contudo, sdo necessarias mais pesquisas e alternativas
sobre a degradacdo de hemicelulose, que possui maior dificuldade de degradacgao
(OLIVEIRA, 2012). As hemiceluloses ficam entrelagadas com as celuloses, obstruindo
0 acesso das enzimas celuloliticas. E necessario, ao menos, degradar parcialmente a
hemicelulose e desestrutura-la para facilitar a acdo destas enzimas, e aumentar a
eficiéncia da degradacéao da celulose (FARINAS, 2011). A maioria das hemiceluloses
esta constituida de pentoses como acucares principais. As xilanas sado o tipo de
hemicelulose mais abundante. A estrutura destas é composta por moléculas de xilose,
principalmente. Estas pentoses, entretanto, ndo sao processadas pelos

microrganismos fermentadores (OLIVEIRA, 2012).

2.2 ENZIMAS ENDOGENAS DE INSETOS PARA FINS BIOTECNOLOGICOS

Atualmente, existem varias pesquisas, direcionadas na descoberta e

caraterizagdo de enzimas envolvidas na degradacédo de biomassa vegetal, visando a
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producao de etanol. O Laboratério de Interagdao Molecular Planta-Praga (LIMPP), da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, vem desenvolvendo projetos com esse
foco, iniciados com a obtencdo de transcriptomas de insetos-praga. As enzimas
utilizadas neste estudo provém de genes escolhidos a partir das sequéncias
nucleotidicas encontradas nos transcriptomas de T. licus licus e A. grandis. Esses
insetos foram alvo de estudo porque, em seu genoma, existem familias génicas que
codificam enzimas que degradam componentes de biomassa vegetal, o que explica a
grande capacidade desses insetos praga de destruirem culturas agricolas. O bicudo-
do-algodoeiro (A. grandis.) é a principal praga das plantas de algodao, considerada
um dos insetos-praga de maior relevancia na cotonicultura, possuindo enzimas que
degradam pectina e celulose. O inseto praga T. licus licus (broca-gigante-da-cana) é
considerado a principal praga da cana-de-agucar no Nordeste brasileiro, e possui
enzimas que degradam oligossacarideos que sao subprodutos das degradagdes dos
polissacarideos (FIRMINO et al., 2013; FONSECA et al., 2015; OLIVEIRA, 2020,
REF). Este inseto € uma praga com uma ascendente importancia, pois ataca culturas
economicamente importantes, incluindo banana e cana-de-agucar. A ocorréncia desta
praga € muito prejudicial em paises das Américas do Sul e Central, entre estes, Brasil,
Bolivia, Coldmbia, Panama, Trinidad e Tobago e Guiana (NEGRISOLI JR., 2015). No
Brasil, € encontrada principalmente nas regides Norte e Nordeste, nos estados de
Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Para e Amapa, além de ja ter
sido detectada, no ano de 2007, em lavouras de Limeira, no estado de Séo Paulo
(BENEDINI e CONDE, 2008). As lagartas desta espécie conseguem chegar a dez
centimetros de comprimento. Possuem um ciclo de vida de dez meses, se
desenvolvendo nos colmos da cana-de-agucar, criando galerias a medida que
avangam e se alimentam. Quando atacam as plantas novas, causam a morte da gema
apical, sintoma conhecido por coragdo morto, o qual causa apodrecimento e secagem
dos tecidos da planta. Além disso, os danos indiretos provocados pela entrada de
microrganismos oportunistas, principalmente fungos (Fusarium moniliforme e/ou
Colletotrichum falcatum), que causam perdas as industrias, como a inversdo da
sacarose e diminuigdo da pureza do caldo, resultam em menor rendimento na

producao de agucar e etanol, além da redugao da biomassa (GALLO et al., 2002).

O bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, é considerado a praga de maior risco e

habilidade para prejudicar a producdo de fibras de algoddo (MIRANDA e
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RODRIGUES, 2015). Esta espécie é reconhecida pelos danos que causa, pelas
dificuldades de seu controle e alta capacidade reprodutiva (BELOT, 2015). Detectado
pela primeira vez no México em 1843, de onde se espalhou pelos EUA e outros paises
até chegar no Brasil, em 1983. Esta praga introduzida no Brasil, desde ent&do, causa
enormes prejuizos econdmicos (MIRANDA e RODRIGUES, 2015). O problema se
inicia com a oposicao da fémea nos botdes florais, a qual precisa se alimentar de pélen
para poder desenvolver seus ovos. Apos a eclosédo dos ovos, as larvas sobrevivem
na estrutura floral, alimentando-se dessa estrutura e causando prejuizos. Chegando
no estagio adulto, os besouros emergem e continuam alimentando-se dos botdes
florais (AZAMBUJA e DEGRANDE, 2014).

E suposto que ambos os insetos (a broca-gigante-da-cana e o bicudo-do-
algodoeiro) possuem uma grande capacidade de degradar biomassa vegetal. Ja no
processo mastigatorio, comega a degradagéo mecanica do material lignocelulésico, e,
logo depois, no sistema digestivo, mediante a agdo das enzimas lignoceluliticas
(TERRA e FERREIRA, 1994). Terra e Ferreira (1994), explicam sobre o sistema
digestivo generalizado dos insetos, o qual consiste no intestino anterior (cavidade
bucal, faringe, es6fago, papo, pro-ventriculo); intestino médio (ceco gastrico,
ventriculo, membrana peritréfica, espago ectoperitrofico e endoperitrofico); e intestino

posterior (tubulos de Malpighi, ileo, célon, reto e anus) (FIGURA 1)
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Figura 1. Modelo generalizado do intestino dos insetos. A imagem apresenta as trés divisbes da
estrutura digestiva de um inseto, consistindo em intestino anterior, intestino médio e intestino posterior
(Figura adaptada de Terra e Ferreira, 1994).

Dentro do sistema digestivo, o intestino médio € o lugar onde sao sintetizadas

enzimas endogenas lignoceluloliticas, especialmente as (3-1,4-endoglucanases. Estas
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enzimas foram confirmadas em algumas ordens taxondémicas de insetos,
especialmente a ordem Coleoptera (MARTIN, 1983; SCRIVENER et al., 1997,
GIRARD e JOUANIN, 1999; WATANABE e TOKUDA, 2001; NAKASHIMA et al., 2002;
SUGIMURA et al., 2003; WEI et al., 2006; TOKUDA e WATANABE, 2007; ZHOU et
al., 2007; Li et al., 2012).

Existem evidéncias de bactérias, fungos e protistas, que possuem enzimas
celuliticas, além de alguns animais vertebrados e invertebrados, que possuem
microrganismos simbioticos no intestino, capazes de degradar biomassa
(WATANABE e TOKUDA, 2010). No caso dos insetos, antes se acreditava que estas
enzimas provinham apenas de bactérias e protozoarios simbiontes do trato intestinal,
porém, existem registros de varias enzimas enddgenas, produzidas pelo mecanismo
simbiose—independente, ou seja, produzidas pelo proprio inseto (CALDERON-
CORTES et al., 2012); e que provavelmente foram inseridos por transferéncia
horizontal de genes (HGT) (LI et al., 2011; ZHU et al., 2011). Arazao pela qual insetos,
em especial alguns lepidépteros, tém uma habilidade rara de adquirir e fixar material
genético de outros organismos ainda nao é clara. No entanto, genes transferidos
horizontalmente por bactérias podem ter contribuido para novas fungdes para os
insetos hospedeiros, para se adaptar a varias dietas e nichos (LI et al., 2011). Varias
enzimas enddgenas de insetos foram descobertas e avaliadas por meio da
disponibilidade de dados gendmicos, como as bibliotecas de cDNAs e ESTs
(Expressed sequence tag). Tendo acesso a essas informagbes, € importante a
continuidade das pesquisas na descoberta e caraterizacdo de novas enzimas-alvo.
(WILLIS et al., 2010).

2.2.1 Celulases (Endoglucanases)

A parede celular vegetal é composta principalmente por celulose (20 — 40%), o
polimero de carboidrato mais abundante produzido pelas plantas. A celulose é
constituida por unidades repetitivas de glicose, unidas entre si por ligacbes (-1,4-
glucosidicas (WEI et al., 2006). Segundo dados da literatura, existem dois tipos de
mecanismos de degradagdo da parede celular vegetal: o sistema hidrolitico e o
sistema oxidativo (SCHARF e TARTAR, 2008). No caso do sistema hidrolitico, s&o
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necessarias trés enzimas do tipo celulases para quebrar essas ligacoes, até atingir a
degradacgao completa da celulose: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC
3.2.1.91), e celobiases (EC 3.2.1.21) (WElI et al., 2006). O sistema oxidativo, que sera
explicado mais adiante, € o responsavel pela despolimerizagéo da lignina e diminuigao

da recalcitrancia da holocelulose.

As endoglucanases, denominadas 1,4-3-D-glucana-4-glucanoidrolases por seu
nome sistematico, segundo a IUBMB - International Union of Biochemistry and
Molecular Biology -, sédo as celulases pioneiras na digestdo da celulose. Estas agem
em regides randémicas da cadeia, hidrolisando as ligagbes glicosidicas [-1,4
intramoleculares, diminuindo o grau de polimerizagao e deixando exposta a regido
cristalina da celulose. As exoglucanases sao o segundo tipo de celulase que age
nessa regiao cristalina exposta, liberando celobiose, desde os extremos terminais,
podendo ser exoglucanases, que clivam extremos redutores e as que clivam os
extremos nao-redutores. Finalmente, as -glucosidases hidrolisam essas moléculas
de celobiose e liberam mondmeros de glicose, que sdao usados na fermentacéao e,
consequentemente, na produgdo de etanol (FIGURA 2). As exoglucanases e as
celobiases sao inibidas por seus proprios produtos de hidrdlise: celobiose e glicose,
respectivamente (ZHANG et al., 2006).
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Figura 2. Completa degradagéo da celulose até a obtengéo de glicose. Primeiramente, endoglucases
catalisam as regides mais superficiais e amorfas (representadas por triangulos grafite), enquanto as
exoglucanases de Tipo | (losangos listrados) nos extremos redutores e as de Tipo Il (losangos cinza-
claros) nos extremos nao redutores, degradam a regiao cristalina da celulose, que ficou exposta pelas
endoglucanases. As celobiases (representadas por circulos com pontos) catalisam moléculas de
celobiose, liberadas pelas exoglucanases, convertendo-as em glicose (CARVALHO, 2009).

As enzimas celuloliticas, que participam na sacarificacdo da PCV, sao
classificadas com base na similaridade das sequéncias de DNA e comparagdes feitas
no banco de dados, denominado Carbohydrate-Active EnZymes (Cazy). A familia de
glicosil hidrolases (GHs) contém o maior numero de enzimas, que formam parte do
processo da degradacdo da parede. (CANTAREL et al., 2009). Muitas enzimas
endoégenas de insetos pertencem a familia GH9. Estas familias de celulases
possivelmente provém de um ancestral comum entre os invertebrados, que se refere
a transferéncia vertical de genes (FISCHER et al., 2013), pois esta amplamente
distribuida entre varias ordens de insetos. Também cabe ressaltar a grande diferenca
entre sequéncias de GH9 de insetos e sequéncias de celulases de micro-organismos
simbiontes. Nao é o caso das celulases das familias GH5 e GH45, que diferem
estruturalmente das GH9, e tém sido encontradas apenas na ordem dos coledpteros
(LEE et al., 2004; WEI et al., 2005; FISCHER et al., 2013). Porém ainda nao existe
uma certeza do mecanismo de heranga das familias GH5 e GH45, podendo ter

ocorrido através de um ancestral comum dos coledpteros, ou por heranga genética de



19

outros organismos, mais distantes filogeneticamente (transferéncia horizontal de
genes). (FISCHER et al., 2013).

As endoglucanases s&o enzimas mondmeras em sua maioria, podem ter
glicosilagéo baixa ou nula. Geralmente reagem com pH favoravel entre 4,0 e 5,0 e
temperatura entre 50 e 70°C (CASTRO, 2006). O mesmo autor menciona que estas
enzimas possuem sitio ativo em formato de fenda, o que contribui para atuar ao longo
da cadeia com mais eficiéncia, especialmente nas regides de menor organizagao
estrutural. Estas regides ndo possuem ligacdes tdo fortes quanto as regides mais
cristalinas e internas da celulose, que tém interagdes intermoleculares de hidrogénio
bem firmes. Geralmente, a estrutura das endoglucanases esta aderida por dois
dominios distintos, o dominio de ligacao a celulose (CBD - Cellulose Binding Domain)
e o dominio catalitico (CD - Catalytic Domain), que abriga o sitio ativo. Ambos os
dominios estdo ligados por meio de uma cadeia polipeptidica flexivel (linker) O-
glicosilada e rica em prolinas, serinas e treoninas. No dominio catalitico, onde se
encontra o sitio ativo, acontece a hidrélise das ligagdes glicosidicas da celulose. Os
sitios ativos de cada classe de celulase podem variar, e dessa forma acontece a
hidrolise de ligagdes, que se encontram em regides distintas do substrato. O dominio
de ligagao a celulose possibilita manter uma concentragao de celulases na superficie
da celulose, por meio de interagbes n&o-covalentes, como ligagbes de hidrogénio,
forcas eletrostaticas e interagdes hidrofébicas (MARTINS, 2005). Existem celulases
que contém apenas o dominio catalitico sem CBD, e estas conseguem se ligar a
celulose com menor afinidade, diferentemente das que possuem os dois dominios,
onde a afinidade é mais eficiente. Estudos relatam que o comprimento da cadeia
polipeptidica flexivel € importante para a atividade enzimatica. Esta promove
flexibilidade e permite independéncia dos dois dominios. (SRISODSUK et al., 1993).
As celulases em geral possuem grande relevancia nas industrias de produgao.
Ocupam o terceiro lugar de enzimas produzidas industrialmente, e sdo necessarias
no processamento de algodao, reciclagem de papel, formulagdo de detergente,
extragao de sucos, bioestonagem e biopolimento de tecidos, extragdo de 6leo vegetal,
por exemplo (WILSON, 2009).

Os organismos mais utilizados na produgao destas enzimas sao os fungos
filamentosos, principalmente aqueles dos géneros Aspergillus, Trichoderma,

Humicola, Penicillium e Phanerochaete (SINGHANIA et al., 2010). As empresas
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Novozymes e Genencor Danisco, reconhecidas na produgao comercial de enzimas,
produzem celulases para tratamento biolégico da biomassa. O desafio com este
sistema para tratar a biomassa € o custo muito alto destas celulases comerciais, além
da dificuldade para serem produzidas em grandes quantidades; o que muitas vezes
nao compensa o custo de produgéo do etanol 2G, podendo chegar a 18% do custo
operacional de uma planta (SINGHANIA et al., 2010).

Por muitos anos tém sido estudadas solugdes para estes inconvenientes.
Pesquisas vém sendo realizadas na busca por tecnologias melhoradas. Uma das
medidas necessarias seria encontrar novas enzimas com probabilidade de serem
mais eficientes e produtivas, com carateristicas desejaveis para a industria e,

especialmente, conseguir produzi-las em abundancia, de forma rapida e simples.

2.2.2 Beta-fructofuranosidases

No processo da fotossintese, uns dos principais produtos da planta é a
sacarose, um dissacarideo conformado por glicose e frutose, unidas por ligagdes a-
1,2-glucosidicas. Este agucar fornece energia aos organismos vivos, podendo-se
assimilar e aproveitar facilmente, sendo de vital importancia para o metabolismo. A
sacarose pode ser hidrolisada por dois tipos de enzimas sacarases, a-glucosidase
(EC 3.2.1.20) e B-frutofuranosidase (B-FFase, EC 3.2.1.26). (GAN et al., 2018). A
diferenca entre estas esta no mecanismo de hidrolise, enquanto as f3-
frutofuranosidases sédo especificas para a porgcao B-frutosil, as a-glicosidases sao
especificas para a regiao a-glicosil do substrato (TERRA e FERREIRA, 1994). As [3-
FFase ou invertases formam parte da familia das glicosil-hidrolase - GH32, que se
caracterizam por trés regides conservadas, cada uma contendo seus residuos chave
essenciais: Asn-Asp-Pro-Asn-Gly (NDPNG), Arg-Asp-Pro (RDP) e Glu-Cys (EC)
(PONS et al., 2004). Estas enzimas ndo so hidrolisam sacarose, como também
rafinose; ou seja, substratos de p-D-frutofuranoides. Desta forma, a enzima libera -
frutose, a partir dos terminais nao-redutores das cadeias. (LINDE et al., 2009). Existem
registros de B-FFases caracterizadas em microrganismos e plantas, mas a presenca
da enzima no reino animal € pouco conhecida. Foram encontradas em lepidopteras
(SANTOS e TERRA, 1986; SUMIDA et al., 1994; CARNEIRO et al., 2004); e s6 mais

recentemente se descobriu transcritos que codificam B-frutofuranosidases no intestino
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médio da Helicoverpa armigera (PAUCHET et al., 2008), assim como no intestino de

Bombyx mori e na gléandula de seda das larvas (DAIMON et al., 2008).

Posteriormente, outras B-frutofuranosidases foram descobertas no
transcriptoma de outra lepiddptera, Manduca sexta (PAUCHET et al., 2010), e no
coledptero Dendroctonus ponderosae (KEELING et al., 2013). E mais tarde, a partir
de projetos realizados do genoma e transcriptoma de Agrilus planipennis (ZHAO et
al., 2014), e com pesquisas desenvolvidas por Pedezzi e colaboradores, no besouro
Sphenophorus levis. (PEDIZZI et al., 2014). Esses estudos confirmaram a presenca
de uma B-FFase endogena, diferente de outros relatos que n&o confirmaram se a
atividade sacarase acontecia no sistema digestivo proprio do inseto ou da sua
microbiota. Além disso, existe a hipotese que a hidrolise de sacarose dos ensaios
enzimaticos pude ter acontecido com a-glicosidases, ja que nao foram feitos ensaios
especificos para B-frutofuranosidase. (DEVI e SINGH, 2011). Daimon e colaboradores
(2008) relataram que a atividade de enzimas sacarases acontece principalmente por
a-glucosidases. Como as B-FFases foram encontradas apenas em coledpteros e
lepidopteros, € possivel que esta enzima seja produzida no organismo destes insetos,

como mecanismo de adaptagao alimentaria.

2.2.3 Aldo-Ceto redutases

As AKRs sao uma superfamilia de enzimas oxirredutases, de estrutura similar
entre seus membros que provém de um ancestral comum. Caracterizam-se pelo
mecanismo de reacdo, que catalisa a oxido-redugao, dependente de nicotinamida
adenina dinucleotideo (fosfato) (NAD(P)H), de grupos carbonila e seus respectivos
metabdlitos alcodlicos. Essas reacdes redox estdo envolvidas na biossintese,
metabolismo intermediario e desintoxicacdo; podendo atuar com uma ampla classe
de substratos como glicose, esteroides, produtos finais de glicosilagao, produtos de
peroxidacgao lipidica e poluentes ambientais. (JEZ et al., 1997; BARSKI et al., 2008).
Estas proteinas contém um (aB)8 ou motivo TIM-barrel (triosfosfato isomerase)
(FIGURA 3A), onde acontece o reconhecimento e ligagdo com o (s) substrato (s). O
sitio ativo das AKRs se encontra na extremidade C-terminal do barril. Devido a esta

estrutura, as AKRs permitem prender uma gama diversa de substratos carbonilicos
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(ELLIS, 2002). Esta ligacdo com o substrato acontece por meio da interagdo com
aminoacidos dentro dos trés loops, que se projetam para fora da estrutura do barril
(Figura 3B). Esses loops dao uma carateristica especial a cada sequéncia de AKR,
pois a conservagao da sequéncia dos membros € mais baixa nesses loops, em
comparagao com as ap-hélices que formam a propria estrutura do barril. (MINDNICH
e PENNING, 2009).

Figura 3. A) Estrutura da (a8)8 ou motivo TIM-barrel de uma AKR. B) trés loops A, B e C do TIM-barrel.
Dados extraidos do banco de dados de membros existentes e potenciais da Superfamilia AKR.
https://hosting.med.upenn.edu/akr/barrel-motif/

A Escola de Medicina Perelman da Universidade de Pensilvania estabeleceu
um banco de dados online de membros existentes e potenciais da Superfamilia AKR,
com dados atualizados até o presente ano. Segundo esses dados, a definicdo da
nomenclatura das AKRs utiliza um padrdo que compara as sequéncias de
aminoacidos de cada membro. Sendo assim, os novos nomes de AKR s3do: o simbolo
raiz "AKR" para Aldo-Keto Reductase; um numero arabe que designa a familia; uma
letra indicando a subfamilia, quando existem varias subfamilias; e um numeral arabico
representando a sequéncia proteica unica. Sob esse sistema, a proteina AKR1A1
seria a primeira AKR da familia 1, subfamilia A e, neste caso, corresponde a aldeido-
redutase humana. Os membros de uma familia AKR devem ter <40% de identidade
de aminoacidos com qualquer outra familia. Dentro de uma determinada familia, as
subfamilias podem ser definidas por uma identidade >60% na sequéncia de
aminoacidos entre os membros da subfamilia. Por essa definicdo, 9 das 14 familias
de AKR incluem varias subfamilias. Como exemplo, a familia AKR1 inclui as seguintes
subfamilias: A) aldeido-redutase de mamifero; B) aldose redutase de mamifero; C)

desidrogenases hidroxisterdides (HSDs); e D) 4-3-cetosteroide-5@3-redutase. A
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numeragao dos membros conhecidos de cada subfamilia foi atribuida de forma
arbitraria. Por exemplo, AKR1A1, AKR1A2 e AKR1A3 séao as aldeido-redutases de
humanos, porcos e ratos, respectivamente. Quaisquer novas adicbes a uma

subfamilia sdo numeradas cronologicamente.

As AKRs catalisam varias reagdes metabdlicas em diferentes organismos,
podendo ter mais de uma fungao especifica entre elas: degradagéo de carboidratos,
desintoxicagao xenobiotica, degradacao de éteres B-arilicos da lignina e varias
aplicagdes industriais e clinicas (BARSKI et al., 2008; FELDMAN et al., 2015). Como
reagem com uma grande diversidade de substratos, o que inclui a maioria dos
aldeidos bioldégicos, uma das fungbes caracteristicas destas enzimas é a converséao e
desintoxicacado de aldeidos e cetonas, produzidas pelo proprio organismo ou obtida
no ambiente em forma de nutriente, medicamento ou toxina. (BACHUR, 1976). As
AKRs sao um tipo de enzimas PADs (Pré-oxidantes, Antioxidantes e Detoxificantes),
que promovem a degradacao e/ou eliminagdo de toxinas endogenas e exogenas,
assim como a formagao ou degradagao de espécies reativas de oxigénio (EROs). As
enzimas superoxido dismutases, peroxidases, catalases, P450, e aldeido-
desidrogenases, também sado exemplos de PADs (LIU et al, 2016). Existem estudos
que confirmam a capacidade das AKRs para degradar carboidratos, além de promover
a degradacgéo da lignina, bem como as aryl-alcool desidrogenases, nesse caso, estas
enzimas formam parte do “sistema oxidativo” de degradagao da parede celular vegetal
(VASCONCELOS et al., 2013). Dessa forma, estas classes de enzimas sao
candidatas para a realizacdo de novos estudos aplicados a biorrefinarias de etanol
2G, visto que estas PADs catalisam a redugao dos aldeidos como o furfural aos seus
respectivos alcoois, que sdo menos tdoxicos e menos reativos para leveduras
fermentadoras e coquetéis enzimaticos. (GOUVEIA et al., 2009; WANG et al., 2014).

Um dos principais inconvenientes da producgao de etanol 2G é a geragao de
intermediarios toxicos, resultantes do pré-tratamento da lignocelulose. No pré-
tratamento da lignocelulose, como a autohidrdlise, sdo produzidos varios subprodutos
quimicos que inibem microrganismos fermentativos e coquetéis enzimaticos
(JONSSON e MARTIN, 2016). Entre esses subprodutos estdo os aldeidos, acidos
alifaticos, derivados de furano e compostos fendlicos, acido hidroxibenzdico, furfural
e hidroximetilfurfural (HMF). O furfural, por exemplo, pode danificar a parede celular e

a membrana das leveduras fermentadoras, inibindo significativamente o crescimento,
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assim como a interrupgao da atividade enzimatica por danos ao DNA e sinteses de
RNA e proteinas (LIU et al., 2009). Jonsson e Martin, (2016), mencionam que estudos
envolvendo meétodos fisico-quimicos e biologicos podem diminuir esses efeitos
inibitérios nos fermentadores de etanol 2G. As lacases e peroxidases sdo as mais
estudadas para estes objetivos, porém outros produtos ou enzimas PADs nao foram
relatados com muita frequéncia. Pesquisas sobre mecanismos oxidorredutivos para
ajudar na sacarificagao da lignocelulose vem sendo estudadas. A exemplo, sabe-se
que algumas lacases, peroxidases e outras enzimas oxidorredutases, séo envolvidas
na hidrolise de biomassa. Estas enzimas agem através de oxidagéo direta ou indireta
da holocelulose, e dessa forma atuam na recalcitrancia de materiais lenhosos.
(PECIULYTE et al., 2015).

Existem relatos sobre AKR da familia 1 (AKR1) caraterizadas em insetos da
ordem Blattodea (cupins) e besouros, que se alimentam de madeira (Anoplophora
glabripennis), reconhecidas como enzimas PADs enddgenas, expressas para auxiliar
na digestao da lignocelulose da qual se alimentam. Essas PADs sao expressas no
intestino desses insetos, juntamente com enzimas celulases e hemicelulases
(carbohydrate-active enzymes: CAZymes), e atuam sinergicamente com CAZymes de
microrganismos simbioticos. Foi confirmado que transcritos de genes que codificam
AKR sao expressos significativamente no intestino do cupim Coptotermes gestroi, nas
castas dos ‘trabalhadores’, os quais tém sua rotina alimentar baseada em madeira
apenas. Isto sugere que algumas AKRs de C. gestroi séo altamente expressas em
resposta a dieta, consistente em alimentos lignocelulésicos. (MASON et al., 2016;
CAIRO et al., 2016; TRAMONTINA et al., 2017; TRAMONTINA et al., 2019). As AKR1
caraterizadas nesses insetos podem ser adicionadas a coquetéis enzimaticos para a
melhoria da producéo de etanol 2G, o qual pode aumentar consideravelmente com a
ajuda destas enzimas, por meio de dois mecanismos propostos: 1) a diminuicéo de
produtos téxicos inibidores da fermentacdo, 2) fomentar as interagdes sinérgicas
enzimaticas com glicosil-hidrolases, mediante a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) como H202, os quais promovem a desconstru¢gao/despolimerizagao
da lignocelulose. (TRAMONTINA et al., 2017). As AKRs s&o expressas por varios
organismos, incluindo procariotos e eucariotos. Podem-se encontrar relatos de AKRs
expressas em leveduras, bactérias, humanos, entre outros. Porém, sdo escassos os

dados moleculares em invertebrados. Existem estudos desenvolvidos com AKRs em
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algumas ordens de insetos, particularmente em lepidopteras e dipteras
(https://hosting.med.upenn.edu/akr/existing/). Entre as AKRs reportadas e
caraterizadas em insetos, as que mais se sobressaem sao as enzimas catalisadoras
das reagdes do hormoénio ecdisona, Ecdysone oxidase (OE) e 3-dehydroecdysone

reductase (3DE-3a-redutase), e as Aldose redutases (ARs).

As OE e 3DE-3a-redutase pertencem a familia AKR2, subfamilia E (AKR2E).
Estas sao envolvidas na regulacdo do horménio de muda e metamorfoses
(ecdisteroide), um dos horménios mais importantes nos insetos. O processo de
sintese e inativacao do ecdisterdide controla essa transformacédo dos insetos. Uma
das formas para inativar a ecdisona € a conversao desta em 3-desidroecdisona,
mediante a enzima ecdisona oxidase (EO) e, seguidamente, em 3-epiecdisona por
meio da 3DE-3a-redutase. (SUN et al., 2012). As Aldose redutases (AR, EC: 1.1.1.21)
pertencem a Familia AKR1, que inclui: A) aldeido redutase de mamifero; B) aldose
redutase de mamifero; C) desidrogenases hidroxisterdides (HSDs); e D) A4-3-
cetosteroide-5B-redutase. Estas enzimas catalisam especificamente aldoses ou
cetonas em alcool, na presencga do cofator NADPH. A enzima é expressa em forma
de mondmero em varios tecidos de organismos, sendo carateristicos o peso molecular
de 30-40 kDa, ponto isoelétrico levemente acido, uma estrutura tridimensional
representativa, contendo oito a-hélices em torno de um nucleo de oito cadeias e
orientagdo paralela, que forma uma bolsa eliptica hidrofébica (WANG et al; 2018).
Apesar de que nao foi estabelecida sua real fungao fisiologica, esta enzima esta
envolvida nas complicagdes diabéticas e galactosemicas em humanos, catalisando a
reducao da glucose para transforma-la em sorbitol, e galactose em galactitol; por isso
sdo alvo de pesquisa os inibidores de AR, que ja sao utilizados em pacientes
diabéticos. (BARSKI et al., 2008). As ARs possuem especificidade para varios
substratos, podendo ter maior preferéncia por do que outro. Sugere-se que uma das
funcdes desta familia de redutases possa ser a desintoxicagdo de xenobidticos,
contendo carbonil (VANDER JAGT et al, 1995). Ja foram identificados AKR1 em
insetos, especialmente algumas aldose-redutases (AR), mas a fungédo especifica
destas enzimas nesses organismos ainda é desconhecida. Existem evidéncias que
possam estar envolvidas no crescimento e desenvolvimento fisiolégico, além da
desintoxicagao e inibicdo de defensinas de plantas (STAFFORD-BANKS et al., 2014;
WANG et al., 2018).
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2.3 PICHIA PASTORIS (KOMAGATAELLA PHAFFI)) COMO SISTEMA DE
EXPRESSAO HETEROLOGA

A levedura Pichia pastoris € um microrganismo metilotréfico, amplamente
utilizado na expressao de proteinas heterélogas tanto em pesquisa laboratoriais como
em uso industrial. Muitas proteinas ja foram expressas com sucesso por meio deste
sistema (CREGG et al., 2001; ARAUJO, 2012; OLIVEIRA, 2020). O género Pichia tem
sido estudado com maior profundidade nas analises filogenéticas, e atualmente foi
transferido para o género Komagataella, abrangendo trés espécies: K. pastoris, K.
phaffii e K. pseudopastoris (SCHUTTER et al., 2009). Nesse trabalho sera utilizado o
nome cientifico P. pastoris para fazer referéncia a marca comercial da levedura

utilizada nos experimentos de expresséo heterdloga.

Este sistema de expressdo possui caracteristicas desejaveis para uma
expressédo eficiente de proteinas heterdlogas, incluindo: manipulacdo genética
simples, modificagdes pds-traducionais, como formagao de pontes dissulfeto, O- e N-
glicosilacdo e processamento de peptideos-sinal; desta forma ¢é possivel
superexpressar proteinas eucarioticas. (HOHENBLUM et al., 2004). Além disso, € um
sistema que pode ser utilizado de forma rapida, simples e econémica, comparando
com outros sistemas eucariéticos superiores, como células de mamiferos e insetos
(GELLISSEN, 2000).

Os resultados mais promissores até agora obtidos com expressdo em P.
pastoris séo devido a sua alta taxa de proliferagado (podendo atingir até 200 g/L de
densidade celular em uma fermentagao), baixo custo e capacidade de realizar
modificagdes pos-traducionais com acuracia (LIU et al., 2012). Esse mesmo autor
menciona que ha mais de 20 anos tem se utilizado as leveduras como sistemas de
expressao heterdéloga de proteinas para uso humano (ex.: insulina e vacina da

hepatite B), e com outras aplicagbes (LIU et al., 2012).

Pichia pastoris também possui certa vantagem, comparando com
Saccharomyces cerevisiae, quando se trata de expressdo de proteinas; ambos
sistemas tém alta capacidade de N-glicosilagdo do tipo manose. A diferenga é que a
S. cerevisiae adiciona entre 50 a 150 residuos de manose a cadeia, causando uma

hiperglicosilagdo, enquanto que P. pastoris adiciona entre 8 a 14 residuos apenas.
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Além disso, P. pastoris ndo adiciona a-1,3-manose terminais como a S. cerevisiae,
sendo isso melhor para expressao de proteinas de humanos, ja que a-1,3-manose &
desfavoravel, pois transformam as proteinas em fortes determinantes antigénicos,
tornando-as inadequadas para utilizacdo terapéutica. (TSCHOPP et al., 1987;
GRINNA e TSCHOPP, 1989).

O promotor do gene codificador da enzima alcool oxidase 1 (AOX1) € o mais
utilizado em vetores de expressao comerciais para conduzir a expressao de genes em
P. pastoris. A expressao do AOX1 é regulada em células crescidas em metanol ~5%,
mas fica totalmente bloqueado quando as células crescem na presenga de glicose
(TSCHOPP et al., 1987; CREGG et al., 2002). O promotor gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (pGAP) também tem sido utilizado para expressao constitutiva de
muitas proteinas heterdlogas. Oferece um sistema de expressao constitutiva
dependente de fontes de carbono como ativador. Este promotor apresenta algumas
vantagens frente ao promotor AOX17, pois nao precisa da adicdo de metanol como
fonte de carbono, o qual € muito téxico e economicamente inviavel para ser utilizado
na industria. Além disso, consegue produzir uma quantidade razoavel (g/L) de peso
seco de células em menos tempo, em comparagao com o promotor AOX17, que precisa
de mais do dobro do tempo; isso resulta em um nivel ligeiramente superior de
expressao observado no GAP em contrapartida do AOX7 (MACAULEY-PATRICK et
al., 2005).

Uma técnica para melhorar a expressao de proteinas em P. pastoris que esta
sendo muito utilizada, atualmente, é a otimizagdo de cdédons do gene de interesse
para o codon usage da levedura. Alguns exemplos de estudos realizados com esta
tecnologia incluem uma endoglucanase 1 (E1) proveniente de Acidothermus
cellulolyticus, muito utilizada nas pesquisas sobre celulases, que teve os cddons
correspondentes otimizados para expressdo em P. pastoris e atingiu 550 mg/L no
sobrenadante da cultura (SHUMIAO et al., 2010). Mesmo que se tenham escassos
exemplos de expresséao de proteinas de 210 g/L, existem muitos relatos de expresséo
de 21 g/L em P. pastoris. Isso demonstra que P. pastoris € um dos mais eficientes
sistemas de expressao eucaridtica disponiveis (MACAULEY-PATRICK et al., 2005),
sendo por isso utilizado com maior frequéncia nas pesquisas, e também uma
excelente alternativa para a superexpressdo de genes heterdlogos para fins

biotecnoldgicos.
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3 JUSTIFICATIVA

A linha de pesquisa que envolve a produgcédo de combustiveis é muito ampla e
abrangente. Cada vez sdo mais surgem tecnologias e alternativas a respeito dessa
area, focadas em tecnologias mais eficientes, econdmicas e amistosas para o meio
ambiente. No caso do etanol 2G, uns dos focos € a identificacdo e comprovagao de
enzimas novas e eficientes para serem utilizadas no coquetel enzimatico, assim como
celulases de alto potencial. Pode-se dizer o mesmo para o etanol 1G, pois é relevante
a utilizagdo de enzimas que degradam diretamente a sacarose para a obtengao de
glicose. Outras enzimas envolvidas indiretamente na melhoria da produgao de etanol
2G sao as AKRs, pouco relatadas nas pesquisas, pois sao enzimas que ainda estao

comecgando a serem exploradas nas pesquisas em etanol 2G.

Este estudo apresenta a validagcdo de trés tipos diferentes de enzimas,
provenientes de insetos-praga, importantes na agricultura. Enzimas endoégenas de
insetos também podem ser consideradas novidades na aplicagdo da bioprospecc¢ao
de moléculas, pois além de poder aportar possiveis alternativas para a producéo de
etanol, enzimas endogenas de insetos-praga também podem ser alvos de estudos
para outros objetivos, como na aplicagdo no controle de pragas agricolas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Validar genes de insetos-praga, codificadores de enzimas enddgena, visando

identificar moléculas com atividade potencial para a degradagao de biomassa vegetal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar contigs, dentro do banco de dados dos transcriptomas de A.
grandis e de T. licus licus, que possuam similaridade com sequéncias de

genes de enzimas que degradam biomassa vegetal;
e [solar os genes de interesse, a partir de cDNAs desses insetos;
e Expressar os genes de interesse em sistema heterdlogo (P. pastoris);

e Avaliar e caracterizar as proteinas expressas, mediante ensaios de

atividade enzimatica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Diferentes estagios de A. grandis (ovos, larvas e adultos) foram obtidos do
Laboratério de Bioecologia e Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF; ja espécimes de T. licus licus (ovos e lagartas)
foram coletados de canaviais da Usina Triunfo, em Boca da Mata-AL. Ambas as
espécies levadas para o Laborat6rio de Interagdo Molecular Planta-Praga da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, onde foram alimentados com dieta
artificial. Para A. grandis, a dieta consistiu em: 1500 mL de agua, 40 g de agar, 60 g
de levedo de cerveja, 100 g de proteina de soja, 60 g de gérmen de trigo, 40 g de
pharmamedia, 60 g de agucar, 2 g de nipagin, 2,4 g de acido sérbico, 10 g de sais
minerais, 20 g de acido ascorbico e 10 mL de solugao vitaminica. Para T. licus, a dieta
consistiu em: 20 g de caseina, 10 g de extrato de levedura, 60 g de agucar branco, 10
g de acido ascorbico, 11 mL de solugéo vitaminica, 7,5 g de sais de Wesson, 300 mg
de colesterol, 300 mg de benzoato de sédio, 80 mg de ampicilina, 800.000 Ul de
nistatina, 2 mL de cloreto de colina (50%) e 800 mL de agua. Os insetos foram
mantidos a 26 £ 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas. Para
a expressao génica das enzimas de interesse, os insetos foram alimentados com
cana-de-agucar e avaliados durante todos os estagios do ciclo de vida (ovo, lagarta,

pupa e adultos de ambos 0s sexos).

5.2 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNAs

Foram escolhidos quatro genes com sequéncias completas, que codificam as
enzimas endo-B-1,4-glucanase de A. grandis, e AKR e duas B-frutofuranosidases de
T. licus licus, com base no banco de dados: transcriptomas do intestino de ambos
insetos (Firmino et al., 2013; Fonseca et al., 2015, NORIEGA et al., 2020). Para a
obtencao destes genes, foi isolado o RNA total do intestino e carcaga de A. grandis
(larva e adulto), e do intestino, carcacga, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi de T.

licus licus (ovo e lagarta). Esses tecidos escolhidos, previamente dissecados, foram
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macerados em Nz liquido, utilizando almofariz e pistilo. Para homogeneizar as
amostras foi adicionado o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies™ California,
EUA), segundo as instru¢cdes do fabricante. As amostras foram tratadas com 2U de
DNase | RNase-free (Ambion, Invitrogen Life Sciences™ Califérnia, EUA) por 30
minutos a 37 °C, de acordo com as instru¢des do fabricante. O material foi purificado
e extraido, utilizando o kit RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Posteriormente, o
produto foi avaliado em gel de agarose a 1,5%. A concentragao de RNA foi estimada
em espectrofotdbmetro NanoVue (GE HealthCare, Chicago, lllinois, EUA). Os cDNAs
foram sintetizados, utilizando 2 ug de RNA total, utilizando o kit Superscript Il TM First-
Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) e o oligonucleotideo NV-d(T)30-AP.

5.3 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DOS GENES

Para a amplificacdo dos genes em questao, a partir do cDNA total do insetos,
foram desenhados os iniciadores (primers) e a partir das sequéncias dos genes
encontrados nos transcriptomas, utilizando as ferramentas Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/) e Tm calculator (https://www.thermofisher.com/us/en/.../tm-
calculator.html). As sequéncias dos primers para cada gene foram denominadas
“Forward” (Fwd) e “Reverso” (Rev) (TABELA 1). Foram adicionados 0,3 pL da Taq
Polimerase (Ludwig™), 10 umol de cada primer e 2 yL de cDNA diluido 20 vezes,
para cada reagdo de PCR. O programa do termociclador consistiu em uma
desnaturagao inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturagao (30s a
95°C), anelamento (30 s a 58 °C), extensao (1 min a 72°C), e extensao adicional (5
min a 72°C). Os produtos de PCR foram purificados do gel de agarose 1% utilizando
o QIAquick Gel Extraction Kit, (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os produtos purificados
foram clonados no plasmideo pGEM-T Easy (Promega™, Madison, EUA), e as
construgcbes foram usadas para transformar E. coli OmniMAX™ 2 T1 R. Os
transformantes (pGEM-T easy:AgEG1 e pGEM-T easy: TIXR1) foram distribuidos em
placas com meio LB (10 g/l triptona, 10 g/l NaCl, 5 g/l de extrato de levedura, 15 g/l de
agar, com pH 7.5) suplementadas com ampicilina (100ug/ml), IPTG 100 mM e X-Gal
50 pg/ml, utilizando o método de selegao “sistema branco-azul”. Os clones positivos
foram comprovados por digestdo com a enzimas EcoRI e por sequenciamento das

extremidades 5' e 3', em sequenciador automatico (ABI 3130xl Genetic Analyzer).
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5.4 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E ANALISES DE DADOS

As relacdes filogenéticas das sequéncias foram realizadas utilizando estas e
outras sequéncias conservadas, recuperadas do GenBank -
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), utilizando as ferramentas de bioinformatica “BLASTn” e
“‘BLASTX”. As analises foram feitas com as sequéncias proteicas dos genes para
limitar a busca no grupo de eucariontes da classe Insecta, visando a encontrar
similaridades filogenéticas com outras enzimas enddgenas. As sequéncias proteicas
preditas foram obtidas utilizando o} ExPASy Translate
(http://web.expasy.org/translate/). O ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (MW)
foram preditos, mediante a ferramenta pl/MW tool
(http://web.expasy.org/compute_pi/). Os softwares DictyOGlyc 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGlyc) e NetNGlyc 1.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) foram utilizados para determinar os sitios
de O- e N-glicosilagdo, respectivamente. O SignalP 4.1  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) contribuiu para determinar possiveis

sequéncias de peptideo-sinal.

O alinhamento de todas as sequéncias foi realizado com a ferramenta ClustalW
para o alinhamento multiplo de sequéncias, usando parametros padréo, ajustados

manualmente.

5.5 CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA DE TIlicAKR-1 E
ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

Foi realizada uma analise evolutiva com o gene TIlicAKR-1 especificamente,
pois pertence a superfamilia das AKR, que inclui uma ampla variedade de genes.
Estas analises, representadas em arvores filogenéticas, foram realizadas utilizando o
sofware MEGAX64, utilizando o método MUSCLE para alinhamento das sequéncias
e Maximun Likelihood para a construgao da arvore. Este processo de filogenia foi feito,

primeiramente com todas as sequéncias existentes da superfamilia AKR, para deduzir
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em qual familia se encontra o gene de interesse. Posteriormente, foi realizada a
comparagao com as sequéncias da familia a que pertence o gene TlicAKR-1 para
poder agrupar este a uma subfamilia. As sequéncias dos membros das AKRs foram
localizadas em https://hosting.med.upenn.edu/akr/existing/. Também foi realizado um
estudo com base no alinhamento de sequéncias de aminoacidos para comparar o
gene TlicAKR-1 com outras AKRs, ja caraterizadas na literatura, utilizando o software

CLUSTALW para obter um alinhamento multiplo.

5.6 CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS DE EXPRESSAQO

As regides codificadoras dos genes sem peptideo-sinal, foram amplificadas por
PCR usando a Taq Polimerase (Ludwig). Foram utilizados os nucleotideos iniciadores,
desenhados com os sitios para as enzimas de restricao: EcoRl e Sall para AgEG-T,;
EcoRl e Notl para TlicAKR-1; EcoRl e Sall para TlicSuc1; e Notl e Sall para TlicSuc?2.
Tais enzimas foram escolhidas, utilizando a ferramenta NEBcutter V2.0
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), para confirmar que as sequéncias nao possuem 0s
mesmos sitios de restricdo utilizados para clonagem e, portanto, ndo seriam clivadas
indesejadamente. Os parametros para os ciclos da PCR foram os mesmos
mencionados anteriormente. Os produtos de PCR foram purificados (QIAquick Gel
Extraction Kit, Qiagen) e clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega™, Madison,
EUA). As construgdes obtidas foram transformadas em E. coli OmniMAX™. Os
plasmideos foram extraidos de E. coli e digeridos com as enzimas de restricdo
apropriadas para excisao dos insertos, e confirmar a clonagem. O vetor de expressao
pGAPZaoB (Invitrogen, California, EUA), foi digerido com as respectivas enzimas de
restricdo para cada constru¢do. Com ajuda da T4 ligase obteve-se a ligagdo dos
insertos purificados e o vetor pGAPZaB, gerando assim os cassetes de expressao
pGAPZaB:AgEG-1, pGAPZaB:AKR1-1, pGAPZaB:TlicSuc1 e pGAPZaB:TlicSuc2. Os
produtos da ligagcao foram transformados em E. coli OmniMAX™ e os transformantes
foram selecionados em placas de meio LB contendo 25ug/ml de Zeocina TM
(Invitrogen, Califérnia, EUA). Procedeu-se a extracéo dos plasmideos de E. coli, e a

confirmacao dos genes por sequenciamento de DNA.
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5.7 TRANSFORMACAO GENETICA DE P. PASTORIS E ANALISE DA
INTEGRACAO DOS GENES

Para transformacao estavel de P. pastoris foi utilizado o vetor pGAPZaB para
permitir uma expressdo constitutiva, utilizando o promotor (PGAP) do gene
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A 6xHis Tag foi adicionada aos
genes para facilitar a subsequente purificacdo das proteinas de interesse. Foram
escolhidas duas cepas de P. pastoris (SMD1168 H e X33) (Invitrogen, Califérnia, EUA)
para os testes de expressao. A primeira € uma levedura sem atividade de proteinases,
que foi selecionada para diminuir o risco da degradagao proteolitica das proteinas de
interesse. A segunda é uma cepa selvagem com alta eficiéncia de crescimento e
expressao. Foram utilizados 10 ug de DNA correspondente, que foram linearizados
com as enzimas de restricdo Bglll para pGAPZaB:AgEG-1, BspH| para
pGAPZaB:AKR1-1, e Dral para pGAPZaB:TlicSuc1 e pGAPZaB:TlicSuc2, para
facilitar a integracdo do DNA no cromossomo de P. pastoris. As células foram
transformadas por eletroporacdo, utilizando o protocolo da MicroPulser™ XcellTM
Electroporation System (Bio-Rad™, Hercules, USA). As células competentes foram
crescidas nas condigdes de 28°C a 220 rpm, no meio YPD (1% de extrato de levedura,
2% de peptona e 2% de dextrose), até atingir uma densidade de 5-7 x 107 células/ml.
Apods centrifugacao, o precipitado de células foi tratado com Tampao HEPES (acido
N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-2-etanossulfénico) (pH 8.0)e DTT (1,4-Dithiothreitol), 1
M, antes das lavagens com sorbitol (1 M). 40 plde células competentes foram
adicionadas para cada DNA e foram transferidas para cubetas de 0,2 cm para a
eletroporagao, utilizando o parametro “Pic” (2 kV). As células foram incubadas por
duas horas a 30°C antes de serem distribuidas em placas de YPD/sorbitol contendo
agar e 100 ug/ml de zeocina (Invitrogen, Califérnia, EUA), e foram crescidas durante

quatro dias a 28°C.

A integracédo dos genes no cromossomo da levedura foi confirmada por PCR
de coldnias, utilizando os oligonucleotideos “forward” e “reverse” de cada gene. Foram
selecionadas as col6nias desenvolvidas apds uma semana e foram submetidas a lise
celular por repetidos choques-térmicos, consistindo em agua em ebuli¢ao e nitrogénio
liquido. Apds centrifugacao, foram extraidos 2 yl do sobrenadante contendo DNA para

ser utilizado nas PCRs.
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5.8 EXPRESSAO EM PEQUENA ESCALA DAS PROTEINAS EM P. PASTORIS
E WESTERN BLOT

Foram escolhidos dez transformantes positivos de cada gene, baseando-se na
presenca de bandas amplificadas na PCR. As colbnias selecionadas foram
submetidas aos ensaios de expressao em meio YPG, com 5 ml de meio em tubos
Falcon de 50 ml. Todos os meios de cultura preparados com YPG liquido e solido
foram preparados contendo o antibiético cefotaxima (100 ug/ml), tanto para o meio
utilizado no preparo das células competentes, como para os ensaios de expressao e
placas contendo agar. A expressdo das proteinas consistiu em deixar crescer as
células de levedura até atingir a fase log (4 dias), extraindo aliquotas de 1 ml a cada
24 horas, para analisar a expressao relativa ao tempo. Posteriormente, foram

extraidas as proteinas intra e extracelulares, como descrito a seguir.

Para a extragao das proteinas intracelulares, foram utilizadas microesferas de
vidro para lisar as células, seguindo o protocolo do manual da Invitrogen. Para a
extragao das proteinas do meio extracelular, o sobrenadante foi separado das células
por centrifugacao, e posteriormente o conteudo livre de células foi precipitado com
10% acido tricloroacético (TCA) em acetona, durante 2 horas a -20°C. Uma vez
precipitadas as proteinas, estas foram centrifugadas e lavadas trés vezes com
acetona gelada. Depois de secar e evaporar totalmente a acetona, o conteudo de
proteinas foi solubilizado em agua MilliQ e a concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de Bradford (1976). As amostras foram ressuspendidas em

30 uL de tampao de carregamento amostra contendo SDS.

Um micrograma do material ressuspendido foi aplicado em SDS-PAGE 12%
para eletroforese com as seguintes condigdes para a corrida: 10 miliamperes (mA) no
primeiro gel (5%) e 20 mA no segundo gel (12%). A coloragéo foi efetuada
submergindo os géis em uma solugédo com 0,25% de “Coomassie Brilliant Blue G 2507,
45% de metanol e 8% de acido acético e mantendo-o sob agitagdo por
aproximadamente uma hora. Posteriormente, os géis foram descorados em uma
solugado com 40% de metanol e 10% de acido acético glacial, sendo realizadas trocas

sucessivas até ser obtida a transparéncia desejada.



36

Foi realizado o Western blotting, utilizando o anticorpo especifico Anti-His
(Invitrogen, Califérnia, EUA) (Towbin et al., 1979). O gel e a membrana primeiramente
foram incubados por 10 min em Tampao de Transferéncia, contendo Tris base 25 mM,
glicina 192mM e metanol 20%, e mantidos sob agitacdo lenta. A membrana utilizada
foi de nitrocelulose Hybond-C (G.E. Healthcare). Os procedimentos de
eletrotransferéncia foram realizados em sistema Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio-Rad), a 10 mA e durante 20 minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada
com a solucao bloqueio, contendo gelatina a 1% e PVA a 0,5%, durante 16 horas.
Posteriormente, a membrana foi incubada com o Anticorpo monoclonal anti-His
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) conjugado a Fosfatase
Alcalina, na concentragao 1:3.000, por 4 horas. A reacao de revelagao foi realizada

com o Kit Colorimétrico Immun-Blot® AP (Bio-Rad) (Brasileiro e Carneiro, 1998).

5.9 PURIFICACAO DAS PROTEINAS

Para a purificagdo das proteinas foram testados varios métodos
cromatograficos para determinar a melhor metodologia. Inicialmente, foi realizada a
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) para facilitar a
correta purificacdo da proteina, marcada com His tag na coluna de acido
nitrilotriacetico (NTA) revestida com Niquel. Foi escolhida uma col6nia de P. pastoris
X-33 para cada gene transformado com pGAPZa-B. As coldnias foram inoculadas em
100 mL de YPG nas condigdes de 28 °C e 225 rpm durante 3 dias. Desse material
pré-inoculado, 10 mL foi adicionado a 1 L de YPG, onde as células cresceram a 28 °C
e 225 rpm por 3 dias. Apds isso, o sobrenadante foi separado da massa celular por
centrifugacéo, filtrado em filtro de 0,2 ym e diluido no tampao fosfato de sodio pH 7,4
(1:1), até uma concentracéao final de 20 mM. Foi adicionado cloreto de s6dio a uma
concentracao final de 0,5 M. Essa amostra foi passada na coluna HisTrap FF de 5 mL
(G.E. Healthcare, Chicago, lllinois, EUA), previamente equilibrada com tampao de
ligagéo (fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M). A coluna foi lavada com o
tampao de lavagem, contendo imidazol 20 mM. Posteriormente, a proteina
recombinante foi eluida com tampéo de ligacéo, contendo imidazol 0,5 M. As fragbes

lavadas e eluidas foram dialisadas com ajuda de uma membrana de celulose,
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regenerada de 10K MWCO, colocadas em 5L de agua MilliQ e deixada a 4°C por 16h.

Em seguida, as amostras foram liofilizadas e guardadas para ensaios posteriores.

Para a cromatografia de troca i6nica, as células foram crescidas da mesma
forma que o protocolo ja mencionado. O sobrenadante foi filtrado e diluido no tamp&o
Acetato de Sdédio (1:1) para uma concentragao final de 40 mM, pH 4,0, sendo
posteriormente aplicado a coluna de agarose HiTrap SP de 1mL (G.E. Healthcare,
Chicago, lllinois, EUA), previamente equilibrada com o tampao Acetato de Sddio 40
mM pH 4.0. O material retido foi eluido mediante um gradiente de 0 — 100 % do tampéao
Acetato de Sédio 40 mM e Cloreto de Sédio 1M. As amostras eluidas de cada pico e

o extrato lavado foram dialisados, liofilizados e estocados para futuros experimentos.

Para o caso especial da AKR expressa pelo gene TlicAKR-1, foi testado um
protocolo de cromatografia de afinidade, utilizando a coluna HisTrap Blue Sepharose
de 1 mL (G.E. Healthcare, Chicago, lllinois, EUA), seguindo o protocolo de Wermuth
et al. (1982). Todas as etapas desta purificacdo foram realizadas a 4 °C na presenca
de ditiotreitol (DTT) a 1 mM. O extrato bruto (sobrenadante) foi submetido a um
primeiro processo de purificagdo na coluna de troca ibnica HiTrap SP. Uma vez
coletado o pico contendo a proteina eluida, a mesma foi diluida em tampéao fosfato de
sodio 10 mM, pH 6,2, Esta amostra foi aplicada a uma coluna de afinidade HisTrap
Blue Sepharose, ja equilibrada com tampéao de fosfato de soédio 10 mM, pH 6,2. A
coluna foi lavada com o mesmo tampéo, seguido de um volume de fosfato de sddio
100 mM, pH 6,2 e, novamente, um volume do original, do primeiro tamp&o. A proteina
foi eluida utilizando um gradiente de 0-150 pM de NADPH em 10 mM de tampéo
fosfato de sodio. As fracbes obtidas foram dialisadas, secadas e guardadas para

realizar outras analises.
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5.10 ENSAIOS EM PLACA DE DIFUSAO RADIAL PARA DETERMINACAO
DE ATIVIDADE CELULASICA PELO AGRAGH45-1

Para o gene AgraGH45-1 foram realizados dois tipos de ensaios em placa, o
primeiro antes da expressao das proteinas em meio liquido, para fazer um screening
das col6nias transformantes e ativas. As coldnias selecionadas foram crescidas em
placas, contendo meio solido YPG/CMC 0,2 %, por quatro dias a 28° C. A placa foi
imersa em uma solugéo de Vermelho Congo 0,1 %, deixando repousar a solugéo por
20 minutos sob leve agitacao, posteriormente foi lavada com NaCl 1M por 15 minutos

sob leve agitagao, seguindo protocolo modificado de Kasana et al., (2008).

No segundo ensaio foram utilizadas aliquotas da expressao de trés dias no
meio liquido. As placas foram preparadas com YPG sélido, carboximetilcelulose
(CMC) 1 % e vermelho congo a 1% pH 5,5 (ajustado com Acetado de Sodio 50 mM).
Foram realizadas pequenas perfuragdes na placa para adicionar as amostras: 50 L
da expressao controle (vetor vazio) e 50 uL de sobrenadante das expressdes das
proteinas recombinantes. O material foi incubado a 45 °C, por 16 horas. Para a
revelagcao do resultado, foi adicionando acido acético a 10% sob leve agitagao durante
1 hora, a temperatura ambiente. A hidrélise do CMC foi analisada pela formacao de
halos brancos ao redor dos orificios. (IMENEZ et al., 2014).

5.11 DETECAO DE AGCUCARES REDUTORES LIBERADOS PELO
AGRAGH45-1

A atividade foi determinada por ensaio colorimétrico para detecgao de acucares
redutores, gerados pela hidrolise do substrato CMC. Para a detecgdo de agucares
redutores em solugao foi utilizado o reagente Acido Dinitrossalicilico (ADNS) (MILLER,
1959). Os ensaios de atividade foram realizados nas seguintes condi¢des: 50 uL de
CMC 2% (p/v), em tampéo acetato de soédio 200 mM (pH 5,5) e 50 yL de amostra
contendo a enzima (sobrenadante da cultura). A mistura foi incubada a 50°C por 30-
120 minutos e em seguida adicionaram-se 400 puL de reagente DNS. As amostras
foram fervidas por 10 minutos, e 100 pL foram diluidos em 800 pL de agua e entdo a
absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotdmetro. As leituras de absorbancia foram

convertidas em quantidade equivalente de glicose, por meio da curva de calibragao
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obtida pela leitura da absorbancia de diferentes concentracées de glicose (10 a 100
Mg) com o reagente DNS. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando
como branco a solugao contendo 50 uL do tampéao de reagdo e 50 uL do substrato
(CMC 2%); tratados como descrito anteriormente. Como controle da concentragéo
inicial de agucares redutores no meio de cultivo, foi realizado também reacdo com 50
ML da amostra de enzima e 50 uL de tampao de reacdo sem o substrato CMC e
submetidos ao mesmo procedimento. Uma unidade de atividade foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para gerar 1 ymol de glicose por minuto de reacgao.

5.12 AVALIACAO DO PH NA ATIVIDADE DO AGRAGH45-1 E
COMPARAGCAO DA ATIVIDADE E ESTABILIDADE TERMICA CONTRA
A CELULASE COMERCIAL DE A. NIGER

A atividade da AgraGH45-1 testado em diferentes faixas de pH foi realizado
com o substrato hidroxietilcelulose (HEC) conjugado com o cromoéforo vermelho
Ostazin Brilliant-Red (OBR-HEC). Cada ensaio foi preparado com 25 pL do
sobrenadante de expresséao de trés dias com diferentes tampdes (50 mM de Citrato
de sodio pH 3,0; 50 mM de acetato de sodio pH 5,0; 50 mM de fosfato de sodio pH
7,0; e 50 mM de Tris / HCI pH 9,0) incubado por 15 min a 45° C. A reacéo foi iniciada
pela adigdo de 50 pyL de OBR-HEC 5 mg / mL em um volume final de 150 pL,
continuando a 45 ° C por 30 minutos a mais. A reacgao foi parada pela adi¢gao de 900
mL de etanol e depois centrifugada a 10.000 x g. O sobrenadante foi extraido para
leitura da absorbancia a 550 nm. Como controle para cada reagao foram utilizados 25
ML do sobrenadante de uma expresséao inoculada com P. pastoris transformada com

vetor pGAPZa-B vazio. Cada reacao foi realizada em triplicata.

Foram também realizados ensaios para comparar a atividade e estabilidade
térmica de AgraGH45-1 e uma celulase comercial de A. niger (Sigma Aldrich, EUA).
Utilizando OBR-HEC em pH 5,0 e temperatura variando de 40 a 60 °C. Portanto, 10
Mg de ambas enzimas foram dissolvidas em 25 uL de citrato de sédio 50 mM pH 5,0
e incubadas por 15 min a 45 ° C. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 50 uL de OBR-
HEC 5 mg/ mL em um volume final de 150 uL. A reagao foi iniciada pela adi¢ao de 50
pML de OBR-HEC 5 mg / mL em um volume final de 150 pL, continuando a 45 °C por

30 minutos a mais. A reagao foi parada pela adicdo de 900 mL de etanol e depois
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centrifugada a 10.000 x g. O sobrenadante foi extraido para leitura da absorbancia a
550 nm. Os mesmos procedimentos foram repetidos para incubagao a 50 e 60 °C.
Cada reacéao foi realizada em triplicata. (JIMENEZ et al., 2014).

5.13 ATIVIDADE ENZIMATICA DAS SACARASES

Para este ensaio, também foi utilizado o método com DNS para determinagao
de acucares redutores, como descrito anteriormente (Miller, 1959), usando glicose
como padrao para construgdo de curvas de calibragdo. Todos os ensaios foram
realizados em ftriplicata e tiveram controles negativos com vetor vazio. A mistura
consistiu em 100 mM de substrato (sacarose, rafinose e maltose), 10 mM de tampéo
fosfato de sodio (pH 7,0), e 20 yL de sobrenadante da enzima expressa em trés dias,
para um volume final de 50 uL, incubando por 20 min a 30° C. Para bloquear a reacao
da enzima, 100 yL de DNS foram adicionados, seguidos por 10 min de ebuligdo e 5

min de resfriamento no gelo. Os agucares redutores foram aferidos a 540 nm.

5.14 ATIVIDADE ENZIMATICA DA TlicAKR-1

A atividade da AKR foi testada com a diminui¢ao da absor¢édo de NADPH por
intervalo de tempo, a temperatura ambiente. O ensaio foi conduzido utilizando 250
mM de tampéao fosfato de sodio (pH 6,5); 0,5 mM de cofator (NADPH e NADH); 100
ML de sobrenadante contendo a enzima; e 100 mM de substrato, (glicose, xilose,
frutose, arabinose, manose, manitol, glicerol, 2-nitrobenzaldehyde ou metilglioxal)
para um volume final de 500 uL. A enzima foi incubada com NADPH por 2,5 minutos
antes da adicdo do substrato para iniciar a reacdo. Foram avaliadas aliquotas a cada
5 minutos de reac&o ocorrida desde o tempo zero, durante 45 minutos. Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
oxidacao de 1 ymol de NADPH / min a 25 ° C. (BRUINENBERG et al., 1982).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISES DAS SEQUENCIAS E ALINHAMENTO DE DADOS

Nos transcriptomas de ambos os insetos-praga, A. grandis e T. licus licus,
obtidos pela equipe do Laboratério de Interagédo Molecular Pranta — Praga (LIMPP) da
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (FIRMINO et al, 2013; FONSECA et
al. 2015; NORIEGA et al., 2020), foram encontrados varios “contigs” (sequéncias
montadas), que apresentaram sequéncias parciais ou totais de genes endogenos,
relacionados a degradagdo da biomassa vegetal. As sequéncias de enzimas
envolvidas na degradacao de biomassa foram identificadas no NCBI e comparadas
com as sequéncias encontradas nos nossos transcriptomas. Foram identificados
varios contigs e escolhidos aqueles com maior escore e e-value (dados néao
mostrados). Foram confirmadas as sequéncias completas de quatro genes: um
semelhante a uma B-1-4-endoglucanase, que foi denominada AgraGH45-1; outra
semelhante a uma Aldo-Ceto redutase, denominada TlicAKR-1; e duas similares a (3-
frutofuranosidases (sacarase/invertase), que foram chamadas de TlicSuc1 e TlicSuc2.
Os resultados do sequenciamento dos genes, apds a clonagem, sao similares aos
contigs, com excec¢do de algumas bases, que foram substituidas por outras em
algumas regides das cadeias, especialmente no gene TlicAKR-1, que apresentou
mudangas mais evidentes; estas variagdes ao longo das cadeias de DNA, se deve,

provavelmente, a erros no sequenciamento ou a polimorfismos.

6.1.1 AgraGH45-1

O resultado do alinhamento de sequéncias no BlastX demonstra que este gene
possui alta semelhanga (>90%) com outras sequéncias de genes de diferentes
coledpteros, encontradas nos bancos de dados. Alguns desses genes ja estéo
caracterizados como [-1,4-endoglucanases enddgenas de insetos, pertencentes a
familia GH45. Além disso, este gene contém o sitio de N-glicosilagdo conservado,
préprio de celulases da familia GH45 de coledpteros. Estes residuos de N-glicosilagao

sdo essenciais para a atividade enzimatica, especialmente para as [3-1,4-
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endoglucanases (WEI et al., 2005 e 2006). A proteina predita possui um peso
molecular estimado em 21,4 kDa, sem contar com a cauda de histidina, que foi
adicionada artificialmente apds a clonagem no vetor de expresséo. O ponto isoelétrico
(pl) predito foi de 5,16. Foi previsto um peptideo-sinal na sequéncia proteica, o qual &
um dos indicativos que o gene codifica uma proteina secretada no meio extracelular.
Este fragmento foi excluido durante a clonagem do gene no vetor de expressao, pois
o vetor ja possui o proprio peptideo-sinal. Na regiao 3’-UTR foi encontrado um local
de poliadenilagao, seguido de uma cauda poli-A, que sao caracteristicas de ser mRNA
eucariotico, ou seja, endogeno do inseto. A sequéncia de AgraGH45-1 compartilha
um alto nivel de identidade com outras sequéncias da familia glicosil-hidrolases 45 de
coledpteros (FIGURA 4), escolhidas para a analise: uma [(-1,4-endoglucanase de
Oncideres albomarginata (Oa-EGase I1l) [GenBank: GU001942] e uma B-1,4-
endoglucanase de Rhynchophorus ferrugineus (Rf-GH45) [GenBank: ANU06045.1]. A
proteina predita apresentou 74% de identidade com Rf-GH45 e 56% com Oa-EGase
Il

As endoglucanases sao agrupadas em 13 familias de glicosil hidrolases (GH),
agrupadas segundo as semelhancas de estruturas primarias e terciarias,
especificidades de substratos, bem como mecanismos cataliticos (CANTAREL et al.,
2009). Tais propriedades sao importantes quando uma enzima recombinante é uma
potencial candidata para fins industriais. O processo de conversdo de biomassa
vegetal utiliza padrées de temperatura e pH, em que as estruturas primarias e
terciarias das enzimas precisam se submeter, mantendo a estabilidade e atividade
enzimatica aperfeicoada. A conservacao da estrutura terciaria em uma [3-1,4-
endoglucanase recombinante também é fundamental para a eficiéncia enzimatica.
Este gene também conserva o sitio catalitico préprio das GH45, “TRYWDCCKPSC”
(LEE et al., 2004 e 2005). Gao e colegas relataram que é necessario apenas um
movimento de /oop para acontecer a catalise em uma [3-1,4-endoglucanase do fungo
Thielavia terrestres, ordem Sordariales, familia Chaetomiaceae, a qual compartilha o
mesmo mecanismo catalitico que o AgraGH45-1 (GAO et al., 2017). Esta reagao
consiste em um residuo de acido aspartico (D), proximo a extremidade N-terminal,
que serve como acido catalitico. Este acido aspartico catalitico é conservado entre as
sequéncias dos AgraGH45-1, Rf-GH45 e Oa-EGase Il (FIGURA 4). Nos dominios
ativos das trés [-1,4-endoglucanases destes insetos, as sequéncias mostram
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pequenas diferengas entre os aminoacidos dos locais de glicosilagdo. Os resultados
do BLASTx também demonstraram que o gene de interesse possui uma identidade
bem distante a uma Glicosil-Hidrolase (GH61) de A. niger, mostrando apenas 22% de
identidade, porém também existem vinculos filogenéticos com porcentagem de
identidade mais alta com genes de organismos variados, provenientes de fungos,

bactérias, plantas e nematoides.

w v

Ca-Ease MKVIILVLAVLYTAQAEKHYHSIPVKYGVSGSGVT TRYWDCCQPSCEWSENLNNPSGTEY 60
RE-GH45 MKAFIPILALATIAY---ASEIQTVVNGISGQGTTTRYWDCCKPSCAWIENVNTPTEV-N 56
AgraGH45-1 MKSFVGAIAVL-——--———- SVVAVAYGLSGSGTTTRYWDCCKPSCEWKENVGTLDPV-D 50
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AgraGH45-1 LKLTFKNTLAGKIMIVQNVNTGGDLGSNQFDIQIPGGGVGI FTRGCQTQWNAPSSGHGRQ 170
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Figura 4. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das [3-1,4-endoglucanases de A. grandis e duas
outras espécies de Coledptera. O peptideo de sinal esta sublinhado na extremidade N-terminal. O local
catalitico conservado, préprio das GH45, incluindo acido aspartico catalitico (D), € mostrado em uma
caixa solida. Os locais potenciais de N-glicosilagdo se mostram sublinhados. As setas indicam residuos
de cisteina conservados.

6.1.2 TIlicAKR-1

A proteina predita para TlicAKR-1 apresentou peso molecular de 32 kDa, sem
a cauda de histidina, e um pl predito de 5,0. Nao foi encontrado peptideo-sinal na
sequéncia proteica, o que indica a probabilidade de este gene codificar uma proteina
intracelular. Da mesma forma que AgraGH45-1 foi encontrado um local de
poliadenilacdo e uma cauda poli-A, indicando ser mRNA eucariético (Dados néo-
mostrados). A sequéncia proteica do gene possui sitios de O-glicosilagcéo, consistindo
em 11 residuos de Thr e 19 Ser; sendo também encontrados dois sitios de N-

glicosilagéo, nas posigdes 97 e 267 de asparagina.
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A analise no BlastX demonstrou que o gene teve na sua maioria, mais de 95%
de identidade com outras enzimas enddgenas, provenientes de insetos. Dentro desse
grupo, todas as sequéncias pertencem a superfamilia das Aldo-ceto redutases (AKR),
onde se podem destacar, especialmente, sequéncias de Aldose redutases (AR) de
lepidopteros. A primeira arvore filogenética foi construida para determinar a qual
familia pertence o gene TlicAKR-1. Para isso, a sequéncia de interesse foi analisada
com todas as sequéncias das diferentes familias das AKRs, resultando de uma maior
aproximacdo com a Familia 1. Para confirmar melhor o resultado, foi feito o
alinhamento das sequéncias com o algoritmo MUSCLE e se encontrou que a proteina
predita possui <40% de identidade de aminoacidos com qualquer outra familia com
excecao da AKR-1 (dados-ndo mostrados). A familia AKR1 inclui as seguintes
subfamilias: A) aldeido redutase de mamifero; B) aldose redutase de mamifero; C)
desidrogenases hidroxisterdides (HSDs); e D) A 4-3-cetosterdide-5B3-redutase.
(https://hosting.med.upenn.edu/akr/existing/). Uma segunda arvore foi feita para
classificar TlicAKR-1 em uma subfamilia, para isso foram utilizadas apenas as
sequéncias das AKR1. O resultado confirmou maior semelhanga com a subfamilia A
(Aldeido redutase) e B (Aldose redutase) (FIGURA 5), porém, a analises do
alinhamento entre as sequéncias apresentou que o gene é ainda mais semelhante
com membros da AKR1B, chegando inclusive até 56% com AR de humano, zebu e
coelho. Mesmo que o alinhamento das sequéncias apresentou maior porcentagem
de identidade com esta subfamilia, o gene nao atingiu >60% de identidade esperado
(https://hosting.med.upenn.edu/akr/nomenclature/). Desta forma nao é possivel
classificar TlicAKR-1 nesta subfamilia. A enzima apresentou também similitudes com
todas as outras subfamilias das AKR1, isto deve-se a estrutura (af)8 TIM-barrel das
AKRs, que permite prender uma gama diversa de substratos carbonilicos. (ELLIS,
2002). Mas a sequéncia mantém uma porcentagem de identidade maior com as
AKR1B, por causa dos loops do TEM-barrel, que dado uma carateristica especial a
cada sequéncia de AKR, ja que a conservagao da sequéncia dos membros € mais
baixa nesses loops (MINDNICH e PENNING, 2009).

Este estudo de filogenia foi reforcado com outra analises de alinhamento
multiplo entre sequéncias de outras AKRs encontradas na literatura (FIGURA 6): uma
Aldose redutase de B. mori (BmAR) [GenBank: XP_004925118]; uma 3-
dehydroecdysone reductase (3DE-3a-redutase) de B. mori (AKR2E4) [GenBank:
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AB701383]; Uma Aldo-Ceto redutase Familia 1 de C. gestroi (CGAKR1) [GenBank:
KU686221]; e uma Aldose redutase de Homo sapiens (AKR1B1) [GenBank:
NP_001619.1]. Pode-se observar maior similitude entre as sequéncias das duas
Aldose redutase e o TlicAKR-1: 56% com AR de humano e 83% para AR de B. mori;
mas também nao teve diferengas significativas contra as outras sequéncias mais
distantes: 41% para AKR1 de cupim e 43% para 3DE-3a-redutase de B. mori. O
alinhamento mostra que a enzima de interesse possui quase todos os residuos que
interagem com substratos aldoses (amarelo), assim como também conserva os sitios
para o cofator NADPH. A sequéncia de BmAR é a mais idéntica de TlicAKR-1, e estas
duas possuem também uma identidade alta com AR de humano. Existem varios
residuos diferentes na regiao C-terminal entre as sequéncias de AKR das lagartas e
AR de humano, provavelmente indicando as diferencas estruturais das proteinas. Mas
pode-se observar que os residuos que se combinam ao NADPH para participar da
catalise e a maior parte dos residuos para os substratos aldoses (marcados com
tridngulos pretos e iluminados em amarelo) sao bastante consistentes, sugerindo que
a fungao das AKR das lagartas e humanos sejam basicamente as mesmas. Por outro
lado, TlicAKR-1 também possui alguns aminoacidos que participam na ligagcdo a
substratos esteroides (azul). Como as AKRs tém a capacidade de catalisar uma
ampla gama de substratos diferentes, é provavel que TlicAKR-1 possa interagir com

aldoses preferencialmente, mas também com aldeidos e inclusive esteroides.
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Figura 5. Relagdes evolutivas dos genes da subfamilia AKR1 das Aldo-Ceto redutases, utilizando o
método Maximun Likelihood. Cada ramo da arvore possui um numero que identifica a distancia

filogenética existente entre cada sequéncia
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Figura 6. Andlise de alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima TlicAKR1 com outras
sequéncias de AKR. Triangulos pretos representam os aminoacidos principais que combinam com o
NADPH para participar da catalise. Os residuos que circundam o substrato estdo em amarelo. Estes
foram algumas divergéncias nas sequéncias, refletindo a especificidade para diferentes substratos. O
residuo que interage com o substrato e o cofator € mostrado na cor verde. Os locais de ligagao aos
substratos esteroides foram indicados com fonte azul. A Gly26 foi encontrada apenas em AKR2E4
(fonte vermelha), responsavel pela ligacdo de NADPH e esteroides. O sitio do Loop B, localizado na
ligacdo com o substrato, esta identificado em roxo. Este sitio apresenta grande diferencas entre

CgAKR-1 e as outras enzimas, pois € uma das carateristicas que esta enzima de cupim apresenta.

6.1.3 TlicSuc1 e TlicSuc2

Ambas B-FFases apresentaram mais de 95% de identidade com sequéncias de

Glicosil Hidrolases da familia 32, todas de Lepiddpteras, no qual podem se destacar

as provaveis sacarases com fungao invertase (EC 3.2.1.26), as quais hidrolisam os

residuos terminais ndo redutores de (B-D-frutofuranosideo. Apds serem analisadas as
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sequéncias proteicas preditas, a sequéncia predita da enzima TlicSuc1 corresponde
a 58,2 kDa e pl de 5,75; e para a enzima TlicSuc2 o tamanho predito foi de 59.88 kDa,
com pl de 4,63. Foi predito um peptideo-sinal nas sequéncias proteicas, indicando que
se trata de proteinas extracelulares. Esses peptideos-sinal foram deletados para a
clonagem dos genes no vetor de expressado. Igualmente dos genes AgraGH45-1 e
TlicAKR-1, as sequéncias das sacarases apresentaram locais de poliadenilacao, e

uma cauda poli-A, demonstrando ser mRNA eucarioticos.

Atualmente existem poucos relatos sobre 3-FFase em animais, e em insetos foi
encontrado em apenas lepidépteros e coledpteros (SANTOS e TERRA, 1986;
SUMIDA et al., 1994; CARNEIRO et al., 2004; PAUCHET et al., 2008; DAIMON et al.,
2008; PAUCHET et al.,, 2010; KEELING et al., 2013; PEDIZZI et al., 2014). Os
resultados no BlastX mostraram a alta identidade das sequéncias das sacarases com
outros ortdlogos de Lepidoptera, porém estas sequéncias ainda ndo foram bem
caraterizadas. Portanto, foram escolhidas sequéncias de B-FFases ja validadas para
realizar o alinhamento multiplo com as B-FFases da T. licus licus: B. mori (BmSuc1)
[GenBank: NP_001119721.1]; e Bacillus aryabhattai [GenBank: WP_043979130.1]. O
resultado do alinhamento mostrou que entre TlicSuc1 e TlicSuc2 existe 45% de
identidade, e ambas apresentaram perto dessa proporgao ~40 — 45 % também contra
as outras sequéncias; sendo que apenas TlicSuc2 resultou mais proxima de BmSuc1
(65%). Os residuos dos sitios cataliticos (triade de aminoacidos) permanecem
conservados em todas as sequéncias das sacarases (FIGURA 7), o que sugere que
estas enzimas poderiam ter a mesma fungcdo com substratos utilizados por B-FFases.
Foi confirmado que TlicSuc1 e TlicSuc2 sdo enzimas produzidas pelo proprio
organismo da T. licus licus. Existe a possibilidade que a lagarta tenha integrado esses
genes por transferéncia horizontal de genes (HGT) (LI et al., 2011; ZHU et al., 2011).
Muitos insetos, especialmente alguns lepidopteros, conseguem integrar material
genético de outros organismos no préprio genoma. Até o momento néo se tem certeza
do motivo desse fendbmeno, porem genes transferidos horizontalmente por bactérias
desenvolveram novas fungdes nesses insetos, que ajudaram a se adaptar a condi¢des

ambientais e alimentares (LI et al., 2011).
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias de proteinas preditas, TlicSuc1 e TlicSuc2. A triade de
aminoacidos cataliticos esta identificada com tridangulos invertidos. O peptideo sinal esta sublinhado no

extremo N-terminal das sequéncias.

6.2 ANALISES DE EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

6.2.1 AgraGH45-1

Inicialmente, foi avaliado o perfil de transcricdo do gene AgraGH45-1 em
tecidos do inseto adulto e larvais de A. grandis, incluindo intestino médio e carcaca. A
carcaga compreende todos os outros tecidos dos insetos com excecéo do intestino.

Nos dois estadios, AgraGH45-1 € muito mais expresso no intestino médio do que na
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carcaca (FIGURA 8). O intestino médio é a regido mais importante para a digestao de
carboidratos no sistema digestivo de insetos (TERRA e FERREIRA, 1994). Estes
resultados levam a uma hipotese de que este gene possa codificar uma enzima
funcional. De fato, coledpteros das familias Curculionidae e Chrysomelidae tém um
grande numero de glicosil-hidrolases em seus genomas, incluindo endoglucanases
das familias GH5, GH9, GH45 e GH48. No entanto, a validagao funcional in vivo
sempre sera necessaria, pois a enzima pode desenvolver outra fungao no organismo
do inseto, que possa nao se equiparar com a literatura e outros ensaios, além da
aquisicao de novas funcdes, que permitam ter especificidade para um substrato
diferente. (BUSCH et al., 2019).
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Figura 8. Quantificagdo relativa do gene AgraGH45-1 na carcaca e no intestino de A. grandis.
Quantificagado em larva (A) e inseto adulto (B).
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6.2.2 TIlicAKR-1

Para a realizagdo da qPCR foram utilizados TlicGAPDH e TlicRPS18, como
genes de referéncia (Fonseca et al., 2015). O resultado confirmou que a lagarta T.
licus licus expressa este gene em todos os estadios ovo, larva, pupa e adulto
(borboleta), mas em maior propor¢géo nos estagios de larva e pupa (FIGURA 9). O
estadio larval é a fase em que o inseto praga causa danos nas plantagbes da cana de
agucar, alimentando-se do interior dos colmos. O gene TIlicAKR-1 é expresso em
todos os tecidos selecionados para o ensaio (carcaga, corpo gorduroso, intestino
médio e tubulos de Malpighi), sendo bem notdria a expressao na carcaga do inseto
(FIGURA 9). Ozsu e Monteiro, 2017 determinaram a presenca de uma Aldose
redutasa, com fung¢ao nao identificada, no tecido epidérmico de uma pupa de Bicyclus
anynana (lepidoptera). Eles utilizaram apenas a regiao epidérmica, que forma os halos
das asas do adulto. (OZSU e MONTEIRO, 2017). Um AR de B. mori, que tem 83% de
identidade com TlicAKR-1, é também expresso em maior quantidade nos estadios de
larva e em todos os tecidos. No entanto, BmAR exibiu a mais alta expressdo nos
testiculos, ovario, traqueia e intestino médio, e um baixo nivel de expressdo na
epiderme (carcaga) (WANG et al., 2018). Até o momento nao foi encontrado outro

relato de gene AKR expresso em maior quantidade na carcaga, além do TlicAKR-1.
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Figura 9. Analise de expressdo da enzima TlicAKR-1 de T. licus licus por RT-qPCR. A) Expressao
do gene durante o desenvolvimento de insetos, desde o ovo até o inseto adulto (mariposa). ELI -
Instares Larvares Precoces; LLI - Instares larvares tardios, Pupa e Adulto. B) Expressédo do gene em
diferentes tecidos larvais: Carcaga, Corpo gorduroso, Intestino médio e Tubulos de Malpighi.

6.2.3 TlicSuc1 e TlicSuc2

Tanto o gene TlicSuc1 como TlicSuc2 apresentaram niveis mais altos de
expressado no estadio final de lagartas, depois com quase nula nas pupas e sé
TlicSuc1 demonstrou um aumento significativo no estadio borboleta (FIGURA 10A e
10B). Coincidentemente, outros relatos de (-frutofuranosidases de B. mori (BmSuc1
e BmSuc?2) também apresentaram expressao mais alta no estadio final de lagarta, ou
seja, no quinto instar (DAIMON et al., 2008; GAN et al., 2018), assim como em fase
tardia de larvas de besouro (PEDEZI et al., 2014). Estes resultados sugerem que as
de B-frutofuranosidases possuem um rol importante no desenvolvimento das larvas
destes insetos. Curiosamente, a expressao de TlicSuc1 foi maior nas glandulas de
seda da lagarta, a diferenca de TlicSuc2 que foi mais expressa no intestino médio
(FIGURA 10C e 10D). No bicho de seda, esta enzima esta envolvida no processo de

formagéao das proteinas da seda como serina e fibroina (GAN et al., 2018), mas a real
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funcdo dela nas glandulas de seda ainda é inédita. A alta expressao de [-
fructofuranosidase no intestino de B. mori provavelmente deva-se a um mecanismo
de adaptacédo alimentaria, ja que este inseto consome principalmente amoreira. Esta
planta contém alcaloides de estrutura parecida com agucares e também atuam como
inibidores especificos de a-glucosidase, dessa forma, a lagarta produz J-
fructofuranosidase que substitui as a-glucosidases (DAIMON et al., 2008). O besouro
Sphenophorus levis também é uma praga importante da cana de agucar, assim como
a T. licus licus, que se alimentam dos colmos desta cultura. Pedezzi e colaboradores
caracterizaram uma B-fructofuranosidase neste besouro, com alta expressao no
intestino. Este estudo relata a possibilidade de que esta B-fructofuranosidase também
seja produzida como uma forma de adaptacao alimentar, dado que o melacgo da cana
contém flavonoides que inibem a atividade da enzima a-glucosidase e a-amilase
(PEDEZZI et al., 2014; HOLT et al., 2003). Sabe-se que a cana-de-agucar, com
melhoria agronémica, contém pelo menos 18,1% de sacarose em base ao total da
biomassa utilizada nas industrias (PAPINI-TERZI et al., 2009), o que poderia propiciar

a presenca deste tipo de sacarase no genoma da T. licus licus e do S. levis.
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Figura 10. Andlise da expressédo dos genes TlicSuc1 e TlicSuc2 durante os diferentes de estagios
de vida e tecidos de T. licus licus por RT-qPCR. Expressao dos genes TlicSuc1 (A) e TlicSuc2 (B)
durantes os principais estagios de vida, ovo, lagartas em instares iniciais LIl), lagartas em instares finais
(LIF), pupa e adultos; Expressédo dos genes TlicSuc1 (C) e TlicSuc2 (D) em diferentes tecidos das
lagartas em instares finais do inseto, Cuticula, corpos gordurosos, glandula de seda, tubulos de
Malpighi e intestino médio. Os genes TlicGAPDH e TlicRPS 18 foram utilizados como genes referéncia.

6.3 CLONAGEM DOS GENES

As PCRs realizadas confirmaram as bandas dos genes de 650 pb para
AgGH45-1 (FIGURA 11A), 990 pb para TlicAKR-1 (FIGURA 12A), 1650 pb tanto para
TlicSuc1 e TlicSuc2 (FIGURA 13A), amplificados a partir de cDNAs de intestino da
fase larval de ambos insetos, confirmando que todos os genes sao transcritos durante
a fase larval do inseto. Os resultados do sequenciamento também validaram as
sequéncias completas destes genes, apdés clonagem no vetor pGEM-T Easy e
subclonagem no vetor de expressao pGAPZa-B (FIGURAS 11B, 12B, 13B1 e 13B2).
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Figura 11. A) Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificagdo por PCR do gene
AgraGH454-1 (650 pb) obtido a partir do cDNA do intestino da larva do A. grandis. B) Representagéo
esquematica da insercdo do gene da -1,4-endoglucanase de A. grandis (AgraGH45-1) no vetor de
expresséo pGAPZa-B. O gene AgraGH45-1 foi subclonado entre os sitios de restricdo, EcoRl e Sall,
inserido entre o sinal de secreg¢ao do fator a e sob controle do promotor constitutivo de GAP. No mapa
da sequéncia também aparece o sitio da enzima Bglll, que foi utilizado para linearizar o gene para
insergéo no genoma de P. pastoris.
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Figura 12. A) Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificagéo por PCR do gene TlicAKR-
1 (990 pb), obtido a partir do cDNA do intestino das lagartas de T. licus licus. B) Representacao
esquematica da insercao do gene TlicAKR-1 no vector de expressao pGAPZa-B. O gene foi subclonado
entre os locais de restrigdo EcoRI e Notl inserido entre o sinal de secregéo do fator a e sob controle do
promotor constitutivo de GAP. No mapa da sequéncia também aparece o sitio da enzima BspHI, que
foi utilizado para linearizar o gene para inser¢do no genoma da P. pastoris.
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Figura 13. A) Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificagdo por PCR dos dois genes
TlicSuc1 e TlicSuc2 com o0 mesmo tamanho de bandas (1650 pb), a partir dos cDNAs de lagartas de T.
licus. B) Representacao esquematica da inser¢do dos genes TlicSuc1 (B1) e TlicSuc2 (B2) no vector
de expressdo pGAPZa-B. Os genes foram subclonados entre os sitios de restricdo, EcoRI e Notl,
inseridos entre o sinal de secregao do fator a e sob controle do promotor constitutivo de GAP. No mapa
da sequéncia também aparece o sitio da enzima Dral, que foi utilizado para linearizar o gene para
insergao no genoma da P. pastoris.

6.4 TRANSFORMACAO EM P. PASTORIS, IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS
EXPRESSAS E ATIVIDADE ENZIMATICA

O sistema P. pastoris foi o escolhido para expressao de proteinas heterdlogas
soluveis e eucaritticas funcionais, ja que esta levedura € capaz de realizar pos-

tradugdo modificagdes, como a N-glicosilagdo, necessarias para o dobramento



58

funcional das proteinas, além de outras carateristicas desejaveis deste sistema
(HOHENBLUM et al., 2004; GELLISSEN, 2000). A cepa X-33 deu um melhor resultado
levando em consideracdo a quantidade de transformantes/placa. Provavelmente, se
deva ao potencial da cepa e ao protocolo de transformacéao utilizado, o qual consistiu
em eletroporagdo e tratamento prévio com DTT (1,4-Dithiothreitol). Trabalhos
reportados evidenciam maior eficiéncia na transformagao em P. pastoris utilizando
DTT como pré-tratamento das células antes da eletroporagédo. Geralmente, células de
Pichia sao transformadas através da eletroporacéo ou pelo método de esferoplastos,
ambos os métodos podem gerar resultados similares (103—104 transformantes/ug de
DNA). Uns dos problemas da transformacéo sao as dificuldades técnicas dos métodos
e também esta na escolha de um método, sem algum tipo de pré-tratamento, pois a
eficiéncia na transformacdo pode ser muito baixa. Isto pode ser devido ao
cromossomo da levedura ter apenas um sitio para a integragado do gene exdgeno, o
que dificulta sua inser¢cdo (WU e LETCHWORTH, 2004; SUGA e HATAKEYAMA,
2001; GANEVA et al., 1995).

Apesar da cepa SMD1168H ter a vantagem de ser livre de proteases, esta teve
um rendimento menor do que X-33. Na preparacao de células competentes ja se podia
observar que a cepa X33 possuia um crescimento celular muito mais rapido e atingia
uma densidade (células/ml) ideal, em comparagdo com a SMD1168H. Cereghino e
Cregg (2000) mencionam que, geralmente, as cepas mutadas ndo possuem o
potencial e a resisténcia das cepas selvagens, a excegado das que contém mutacoes
AOX, que em alguns casos podem ser melhores do que as selvagens. As proteinases
deficientes tém menor viabilidade, apresentam taxas de crescimento inferior e séo
mais dificeis de transformar (CEREGHINO e CREGG, 2000).

6.4.1 AgraGH45-1

A selecao de colbnias transformantes ajuda a facilitar os testes de expressao
posteriores, para detecc¢ao de atividade endoglucanase. Esta enzima tem a vantagem
de poder ser detectada facilmente em placas de YPG/CMC, podendo-se testar varias
colonias transformantes. Como pode ser observado na figura 14A, alguns clones
analisados apresentaram halos de hidrélise de tamanhos similares, confirmando

assim atividade celulolitica nos transformantes analisados. O controle negativo (vetor
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sem o0 gene) apresentou uma pequena formacdo de halo produzida pelas
endoglucanases nativas da propria levedura (FIGURA 14A). As placas coradas para
o teste de difusdo radial também demonstraram a presenca de atividade celulolitica
através da formagdo de halos brancos (FIGURA 14B), produzidos a partir da
enduglucanase expressa em meio liquido, apés trés dias. Existem relatos atuais de
varias enzimas [(-1,4-endoglucanase foram expressas com sucesso em P. pastoris
(GAO et al, 2017; YAN et al, 2016; LIU et al, 2016).

A proteina heterdloga AgraGH45-1 foi purificada eficientemente por
cromatografia de afinidade e detectado por western blotting, com anticorpo Anti-6xHis
(FIGURA 14C e 14D). A enzima recombinante foi estavel por cinco dias sob condi¢cdes
de expressao (28 ° C e 225 rpm). No entanto, mesmo que seu peso molecular previsto
seja de 23 kDa, por meio da detecgao por western blotting, o peso ficou cerca de ~35
kDa. Isso pode ser explicado pela mutagcédo no local de clivagem Kex2 (YANG et al,
2013), que poderia impedir a excisdo do peptideo sinal apds a secregao de proteinas.
A retencido do peptideo sinal do fator a péde ter aumentado o peso molecular da
proteina recombinante em 10 kDa, além da cauda His que ja aumenta 2,5KDa a mais.
A hipergicosilagdo também é comumente conhecida por aumentar o peso molecular
das proteinas recombinantes expressas em P. Pastoris (CHAHED et al, 2018). A
enzima AgraGH45-1 possui a presenca de sitios de glicosilagao, e essa modificagéo

pos-traducional € crucial para sua atividade (WEI et al., 2005 e 2006).
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Figura 14. Ensaios para detecgao da proteina AgGH45-1 expressa em P. pastoris. A) Screening
de colbnias transformantes que expressam endoglucanase vs uma coldnia transformada com o vetor
sem o gene, feito em placa contendo CMC 0,2%. B) Ensaio de difusédo radial em placa de CMC 1%
utilizando sobrenadante de expressao de trés dias tanto do AgraGH45-1 como o controle negativo
(vetor vazio), pode-se observar a diferencia de tamanho dos halos (linhas amarelas). C) SDS-PAGE a
12% do processo de expressao e purificagdo por cromatografia de troca ibnica da proteina AgraGH45-
1: (1) sobrenadante da expressao do vetor vazio (3 dias). (2) sobrenadante da expressao de AgraGH45-
1 (3 dias). (3) 1 ug de AgraGH45-1 purificado por cromatografia de afinidade. D) western blotting com
Anti-His, a partir de amostras em C. Pode se observar o teste positivo para a proteina de interesse e o
controle negativo sem aparecer.

O alto custo da producédo de celulases € uma das principais inconvenientes
para a industria e o mercado de bioetanol, a partir da biomassa de lignoceluloses
(SINGHANIA et al., 2010). Nas industrias, o pH e temperatura sdo parametros-chave
para melhorar a etapa de sacarificagdo enzimatica nos processos de bioconverséao.
Uma enzima exposta a esses parametros, que consiga manter uma estabilidade
também contribui para uma producéo de bioetanol econémica e eficiente. A maioria
das celulases comerciais, utilizadas para producédo de etanol, tem uma atividade
maxima em pH, variando de 4 a 5 e em temperaturas proximas a 50 ° C (NIEVES et
al, 1998). Um estudo sobre duas [3-1,4-endoglucanases recombinantes, expressas em
P. pastoris, foi desenvolvido para testar o pH, temperatura e estabilidade ideais
(AnCel5A de A. niger e TtCel45A do fungo termofilico, Theilavia terrestris (GAO et al,

2017). Ambas enzimas apresentaram atividade o6tima em pH e temperatura,
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convenientes de acordo com os requisitos industriais, como também foi alcancado
pelo AgraGH45-1. A enzima de interesse mantém a atividade sempre alta em uma
faixa de pH ampla. A atividade enzimatica de AgraGH45-1 sobre o substrato
hidroxietilcelulose (HEC) foi maior em pH 5,0, quando analisado em uma faixa de pH
de 3 a 9 (FIGURA 15A). O grafico mostra que a eficiéncia do AgraGH45-1 sobre o
HEC permanece estavel em pH, variando de 5,0 a 7,0, diminuindo apenas 5,5%. Por
outro lado, a faixa de pH para maior atividade das enzimas mencionadas
anteriormente (AnCel5A e TtCel45A) foi de 4,0 a 5,0. A enzima AgraGH45-1 parece
manter sua atividade em uma faixa de pH mais ampla, o que € coincidente com a faixa
necessaria para o bioprocesso de etanol. Outros relatos também indicaram atividade
da B-1,4-endoglucanase de insetos em pH, variando de 4,5 a 5,5, como Diabrotica
virgifera e Apriona germari (JIMENEZ et al, 2014; LEE et al, 2004), e até mesmo para

o molusco Ampullaria crossean (GUO et al, 2008).

A eficiéncia de AgraGH45-1 também foi avaliada quanto a melhor temperatura,
variando de 40 a 60 °C, e comparada a celulase comercial de A. niger (FIGURA 15B).
O fungo A. niger € a fonte mais importante de celulases comerciais e tem sido utilizado
em diversos processos industriais de sacarificagdo da celulose. Seu genoma contém
cerca de 170 genes envolvidos na degradagao de biomassa vegetal (PEL et al, 2007).
A atividade maxima do AgraGH45-1 foi encontrada a 50 ° C e foi 1,3 vezes maior do
que o da celulase comercial de A. niger. Também foi observado que a 40 e 60 °C a
atividade da enzima de interesse caiu 38% e 39%, respectivamente, em comparagao
com a atividade maxima; por outro lado, a endoglucanase de A. niger caiu 61% e 45%,
respectivamente, em comparagado com sua atividade maxima a 50 °C. Portanto, esses
resultados sugerem que o AgraGH45-1 € mais eficiente que a celulase comercial de
A. niger, e sua atividade pode resistir levemente a variagao de temperatura. Essas
carateristicas de tolerar faixas de pH e temperatura poderia ser aperfeicoado para sua

aplicabilidade a um bioprocesso eficiente para conversao de biomassa.

A atividade de AgraGH45-1 sobre CMC e HEC demonstra a capacidade dessa
enzima recombinante em degradar especificamente esses substratos analogos a
celulose. Entretanto, sabe-se que a eficiéncia de algumas enzimas sobre CMC e HEC
as vezes nao sao reproduzidas sobre substratos complexos de biomassa (SU et al,

2013). Portanto, seria importante estudar ainda mais a capacidade da enzima
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AgraGH45-1 de degradar substratos complexos derivados de biomassa, e quando

adicionado a um coquetel de enzimas celuloliticas.
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Figura 15. Caracterizacéo da eficiéncia da endoglucanase de A. grandis. A) Avaliagdo da atividade
enzimatica do AgraGH45-1 em pH variado de 3,0 a 9.0. A reacdo enzimatica foi iniciada pela adi¢cao de
50 ml de OBR-HEC (5 mg / ml) como substrato. Cada ponto na curva é a média de trés medi¢des. O
aumento no Abs 550 nm é proporcional a degradagéo do substrato. B) Eficiéncia de AgraGH45-1 em
comparagao com a celulase comercial de A. Niger. A enzima AgraGH45-1 foi 1,3 vezes mais eficiente
que a celulase comercial de A. niger para hidrolisar OBR-HEC 5 mg / mL a 50 ° C. Quando analisado
a temperaturas de 40 e 60 ° C, a queda da atividade de AgraGH45-1 foi menor que a celulase comercial
de A. niger.

6.4.2 TIlicAKR-1

Apds a clonagem e sequenciamento foi encontrado que a proteina TlicAKR-1
nao possui peptideo sinal, confirmando ser uma proteina intracelular no organismo da
T. licus licus. Mesmo assim, esta foi expressa com sucesso no sistema P. pastoris e
secretada mediante o fator a do vetor pGAPZaB. A proteina predita de 33 kDa foi
expressa e confirmada por western blot com um peso molecular de ~45 KDa (FIGURA
16). A proteina teve um peso molecular de ~10KDa a mais, da mesma forma que
AgraGH45-1.

A proteina TlicAKR-1 foi purificada parcialmente por cromatografia, apenas pelo
método de troca idnica (FIGURA 16). Apesar da presenca de um His-Tag, nao foi
possivel purificar a proteina na coluna de niquel, nem mesmo utilizando condigdes
desnaturantes, com a adigao de ureia 6M nas solugdes. A proteina também nao foi

purificada na coluna de cibacron azul.
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Figura 16. Eletroforese e western blotting do processo de expressdo e purificagdo por
cromatografia de troca ionica da proteina TlicAKR-1. (A) SDS-PAGE a 12%: 1) sobrenadante da
expressdo do vetor vazio (4 dias). 2) sobrenadante da expressédo de TlicAKR-1 (4 dias). 3) 1 ug de
TIIAKR-1 purificado por cromatografia de troca ibnica (B) western blotting com Anti-His a partir de
amostras em A.

Amostras do sobrenadante da expressdo de TlicAKR-1 (quatro dias) foram
utilizadas para os testes de atividade enzimatica, pois a enzima do estrato purificado
por troca ibnica ndo apresentava sinais de atividade em nenhum substrato. O extrato
bruto contendo a enzima apresentou maxima atividade sob o substrato 2-
nitrobenzaldeido, uns dos substratos mais comuns das AKR (YAMAMOTO e WILSON,
2013), obtendo-se ~40% de atividade em 10 minutos em comparagcdo com os
controles (FIGURA 17A). A enzima ja comegou a mostrar atividade a partir dos
primeiros minutos de reacgéo, caindo gradativamente apds 10 minutos. Uma AKR da
familia 1 proveniente do cupim C. gestroi também apresentou atividade enzimatica
mais alta com este substrato, além de outros aldeidos utilizados e numa temperatura
e pH semelhantes (25 °C e pH 6,5) (TRAMONTINA et al., 2017), porem utilizando a
enzima purificada a diferencia da TlicAKR-1. Ao igual que a AKR1 do cupim, TlicAKR-
1 apresentou atividade na reacdo quando foi utilizado NADPH como cofator, e
atividade nao detectavel com NADH. Geralmente as AKR preferem NADPH ao NADH
(BARSKI et al., 2008); a forte ligagcdo que estas enzimas tém com o NADPH, permite
algumas AKRs (por exemplo, aldose redutase), uma vantagem termodinamica para
executar a reagao oxiredutiva, sem colocar muita demanda energética no substrato,

pois a maior parte da energia para reduzir o grupo carbonila do substrato provem do



64

nucleotideo do cofator. Dessa forma, mesmo os substratos que se ligam fracamente
aos residuos do sitio ativo, sdo reduzidos com alta eficiéncia. Como resultado, a

aldose redutase reduz uma grande gama de aldeidos (GRIMSHAW, 1992).

Dentre as aldoses utilizadas como substratos para os ensaios de atividade da
TlicAKR-1, apenas D-Glicose e DL-Xilose apresentaram sinais de atividade, os outros
substratos (frutose, arabinose, manose, manitol, glicerol, metilglioxal) n&o
apresentaram resultados diferenciais dos controles negativos). Para D-glicose a curva
mostrou que a enzima teve atividade de pelo menos 20% aos 10 minutos de reagéo,
e a enzima se manteve funcional mesmo apos os 45 minutos (FIGURA 17C). Com
DL-Xilose a curva foi aumentando lentamente e s6 aos 30 minutos se mostrou
significativa, mantendo-se dessa forma até o tempo final da reagao (FIGURA 17B). A
enzima TlicAKR-1 parece ter carateristicas para ser uma verdadeira Aldose redutase,
além das analises filogenéticas feitas, a atividade sobre glicose e xilose também
comprovam esta hipotese, apesar de ter excelente resultado com um aldeido também.
Sabe-se que muitas aldose redutases estao envolvidas nas complicagdes diabéticas
e galactosemicas (diabetes), ja que catalisa a glicose para transforma-la em sorbitol,
e galactose em galactitol; por isso é sdo alvo de pesquisa os inibidores de AR que ja
sdo utilizados em pacientes com estas doencgas. (BOHREN et al., 1991). As ARs
possuem especificidade por varios substratos, podendo ser maior a preferéncia por
um mais do que outro, que também podem coincidir com a especificidade de outras
AKR; o que sugere que uma das fungdes desta familia de redutases pode ser a
desintoxicagao de xenobidticos contendo carbonil. (VANDER JAGT et al., 1995). Nao
se tem certeza das fungdes pontoais da AR nos insetos, mas existem evidencias que
possa estar envolvida no crescimento e desenvolvimento, além de desintoxicacao e
inibicao de defesas de plantas. (STAFFORD-BANKS et al., 2014; WANG et al., 2018).
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Figura 17. Ensaio de atividade de TlicAKR-1, com queda gradual do cofator NADPH (0,5 mM) em
funcgao do tempo, com leitura da absorbancia a 340 nm, pH6,5, temperatura ambiente e diferentes
substratos: A) 100 mM de 2-nitrobenzaldeido. B) 100 mM de DL-Xilose. C) 100 mM de D-Glicose. Os
graficos sdo apresentados com curvas do branco, atividade do vetor vazio e atividade do TlicAKR-1.

.Nos humanos, as complicacbes diabéticas acontecem pela superexpressao
de AR, que causar acumulo de sorbitol no organismo (RANSOHOFF e CARDONA,
2010). Esta enzima é significativamente expressa em pacientes diabéticos, e um dos
sintomas clinicos geralmente é o ganho de peso; isto ultimo quer dizer que se a AR é
expressa em niveis normais, € uma enzima importante no crescimento e
desenvolvimento de organismos (DREL et al., 2006). Wang e colaboradores
encontraram na epiderme de uma B. mori mutada, alguns genes envolvidos no
metabolismo da glicose, incluindo um que codifica uma AR (BmAR). Esta AR é
expressa em quantidades muito baixas, ao contrario de uma B. mori selvagem, sem
mutacdes, onde a AR é expressa em quantidades normais, e esta envolvida no bom

crescimento e desenvolvimento da lagarta (WANG et al., 2017).

Esta mutagcdo causa uma cor roxa na epiderme da lagarta de seda, além de

deficiéncias no crescimento e perda de peso. Foi comprovado que BmAR produz
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sorbitol no organismo da lagarta, a partir da reagdo com glicose e NADPH (WANG et
al., 2018). Esta enzima possui uma sequéncia de aminoacidos de identidade alta com
TlicAKR-1 e ambas enzimas possuem a maioria de aminoacidos essenciais, que

participam na catalises de aldoses.

N&o entanto, TlicAKR-1 também demonstrou afinidade com o substrato
nitrobenzaldeido, igual ao que a AKR do cupim e Aldehide redutase de humano
(AKR1A1) (STEWART et al., 2011). Este composto é um dos muitos inibidores de
fermentacao na producéao de etanol 2G. Segundo Wahlbom, estes compostos podem
causar o esgotamento de cofatores redox durante a fermentagao, resultando em uma
producdo mais lenta e baixa de etanol (WAHLBOM e HAHN-HAGERDAL, 2002). Os
inibidores podem ser mais ou menos prejudiciais, dependendo do grupo funcional que
os compdem, sendo que os aldeidos sdo mais toxicos do que os outros (JONSSON e
MARTIN, 2016). A Aldo-ceto redutase do cupim C. gestroi (CJAKR-1) também tem
capacidade de reagir com outros inibidores da fermentagdo, como o seringadeido,
hidroxibenzaldeido, HMF e furfural (TRAMONTINA et al., 2017).

6.4.3 TlicSuc1 e TlicSuc2

As sacarases expressas em P. pastoris foram secretadas no sobrenadante da
cultura e esse estrato bruto foi utilizado para a realizagdo dos ensaios de deteccao
das proteinas e atividade enzimatica. Assim como a TlicAKR-1, as sacarases também
nao puderam ser purificadas na coluna de niquel, apesar de ser adicionado a His-Tag
terminal. Primeiramente, a técnica de western blot confirmou a expressao da TlicSuc2
(~60 KDa), mas nao se observou sinais da TlicSuc1 (FIGURA 18A). Apés o tratamento
das amostras com ureia 6 M, foi observada a aparicdo da banda correspondente a
TlicSuc1, também com um peso molecular ~60 KDa (FIGURA 18B). Provavelmente a
TlicSuc1 manteve sua estrutura nativa com a cauda 6xHis dobrada para dentro,
impedindo a detecgdo no western blot, mas o tratamento com ureia desnaturou a
proteina, deixando-a soluvel. Para a aplicacdo das amostras no gel de policrilamida é
necessario que as proteinas estejam soluveis, ou seja, disponiveis na sua estrutura
primaria. O SDS é um reagente desnaturante, que provoca o desdobramento da
estrutura quaternaria, mas muitas vezes essa estrutura permanece firme, n&o sendo

possivel quebrar essas interacbes ndo-covalentes e pontes dissulfeto. A adigcdo de
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Ureia, Thioureia e outros detergentes sao usados como agentes solubilizantes e

desnaturantes para o tratamento das proteinas (RABILLOUD, 2009).

A especificidade do substrato das duas B-FFases foi testada usando sacarose
como substrato. Ambas sacarases demonstraram atividade sobre o substrato testado,
que possui os residuos nao redutores de B-D-frutofuranosideos; este resultado indica
que os genes TlicSuc1 e TlicSuc2 codificam a enzima B-frutofuranosidase (EC
3.2.1.26). Os ensaios de atividade com sacarose, utilizando DNS, exibiram uma
coloragéo laranja mais escura para TlicSuc1, indicando a quebra do substrato e
liberagao de glicose reduzida, ja a TlicSuc2 apresentou uma cor mais clara, indicando
uma atividade mais baixa do que a outra sacarase (FIGURA 18C). Este ensaio
quantificado pelo espectrofotdometro confirmou que TlicSuc1 liberou muito mais
acgucares reduzidos que TlicSuc2, indicando maior potencial enzimatico com sacarose
(FIGURA 18D), em pH 7 e temperatura de 30 °C. TlicSuc1 se desenvolveu bem em
pH 7 e temperatura de 30 °C, o que coincide com a B-FFase de B. mori (GAN et al.,
2018; DAMON et al., 2008), porém difere da B-FFase “acida” do besouro S. levis, o
qual teve uma 6tima atividade em pH 5. E possivel que TlicSuc2 ndo tenha mostrado
um melhor resultado de atividade pelas condigdes de pH e temperatura, sendo
possivel desenvolver melhor em outras condigdes. Sao necessarios mais ensaios
destas sacarases de T. licus licus para comprovar a eficiéncia das mesmas em

diferentes pH e temperaturas e melhor caracteriza-las como enzima purificadas.
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Figura 18. Expressido heteréloga dos genes TlicSuc1 e TlicSuc2 em P. pastoris e atividade
enzimatica das proteinas expressas. (A) Western blot de amostras de proteinas totais do
sobrenadante da cultura, mostrando sinal para a proteina TlicSuc2 apenas. (B). Western blot com
amostras de proteinas totais do sobrenadante da cultura, tratadas com ureia 6 M, mostrando sinal para
ambas as proteinas. (C). Teste de DNS mostrando a reagdo de quebra de sacarose pela agdo das
proteinas TlicSuc1 e TlicSuc2 presentes nas proteinas totais do sobrenadante de ambas culturas. (D)
Quantificagcao da atividade hidrolitica com o substrato sacarose por espectrometria. Os valores foram
analisados estatisticamente por andlise de variancia e teste de Tukey para comparacdo de médias
(P<0,05). Em todos os passos as amostras foram comparadas sempre com a expressao do vetor vazio.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho contribuiu no avango dos estudos envolvendo a engenharia
de enzimas, potencialmente aplicaveis na produgdo de etanol. Os estudos com
enzimas endogenas de insetos ainda precisam ser mais aprofundados, buscando as
diferentes possibilidades e alternativas de organismos e enzimas candidatas, visando

uma producao eficiente do alcool.

As enzimas reportadas neste estudo podem ser consideradas provaveis
candidatas para suas aplicagbes em misturas enzimaticas, capazes de agir
sinergicamente na degradagao de biomassa vegetal. Todos os genes que codificam
essas enzimas foram isolados, subclonados e expressos em P. pastoris, com
sucesso. A enzima 3-1,4-endoglucanase do inseto-praga A. grandis (AgraGH45-1) foi
capaz de degradar eficientemente os substratos analogos da celulose, CMC e HEC.
Esta demonstrou ser mais eficiente que a enzima B-1,4-endoglucanase comercial de
A. niger, e sua atividade permaneceu estavel, quando analisada na faixa de 40 °C -
60 °C, o que indica ser uma enzima com carateristicas desejaveis para a industria de
etanol 2G. Contudo, ainda é necessario comprovar a eficacia desta enzima sobre
substratos complexos, derivados de biomassas.

Em relagdo a enzima Aldo-ceto redutase da T. licus licus (TlicAKR-1), esta
demonstrou afinidade por 2-nitrobenzaldeido e pelas aldoses D-glicose e DL-xilose.
Ainda néao esta totalmente esclarecido qual seria 0 melhor substrato para a redutase
TlicAKR-1, pois serdao necessarios testes no estado purificado da enzima, e em
condigdes variadas de pH e temperatura. A fungdo desta enzima no organismo da
lagarta ainda € desconhecida. Diferentes estudos apontam que as AKRs de insetos
sdo importantes para o desenvolvimento destes organismos, porém, os estudos s&o

ainda escassos, necessitando mais estudos aprofundados sobre estas enzimas.

No caso das sacarases de T. licus licus (TlicSuc1 e TlicSuc2), estas
comprovaram ser verdadeiras [-fructofuranosidases, conseguindo catalisar o
substrato especificos da enzima. Apesar dos poucos relatos desta enzima no reino
animal, pode-se presumir que seja importante entre algumas espécies de Lepidoptera
e Coledptera, como uma das capacidades de adaptagcdo a sobrevivéncia. Estas

sacarases também poderiam ser provaveis candidatas para coquetéis enzimaticos,
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porém, sera fundamental a realizagdo de novos experimentos para melhor
comprovacgao, além da necessidade de purificar ambas as enzimas, realizar os testes

de condicionamento, além de otimizar a atividade enzimatica de TlicSuc2.
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