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Resumo

O coletptero Sphenophorus levis € uma importante praga da cana-de-agUcar, para o qual
ainda ndo existe um método de controle adequado. Considerando a importancia da
cultura canavieira no Brasil, maior produtor e exportador de aglcar e segundo maior
produtor de etanol no mundo, um estudo transcriptbmico das larvas do inseto foi
realizado anteriormente a este trabalho para a identificacdo do seu arsenal digestivo.
Dentre as provaveis enzimas digestivas, foram identificadas sequéncias que codificam
uma enzima da classe das B-frutofuranosidases. O sequenciamento do clone de cDNA
foi totalizado e verificou-se a presenca de sinal de poliadenilacdo e cauda poli-A
caracteristica de eucariotos, bem como uma regido codificadora para um provavel
peptideo sinal para secrecdo da enzima. A comparacdo da sequéncia proteica deduzida
com 0 banco de dados do NCBI aponta maior similaridade com invertases bacterianas.
A amplifica¢ao do gene da B-frutofuranosidase de S. levis (SI-g-fruct) por PCR a partir
de DNA gendmico, livre de contaminagdo bacteriana, sugere que S. levis realmente
codifica uma B-frutofuranosidase. Comparando-se sequéncias de aminoacidos de f-
frutofuranosidases de coledpteros, observam-se regides conservadas entre membros da
familia Curculionidae. O ensaio bioquimico das glicosidases intestinais de S. levis
mostrou que existem provavelmente duas B-frutofuranosidases responsaveis pela
digestdo de sacarose. Portanto, o inseto pode apresentar uma isoforma da Sl-g-fruct ou
se beneficiar de uma invertase produzida pela propria microbiota. As anélises de
expressao via PCR quantitativo em tempo real revelaram que o gene é expresso em
intestino médio, nas fases de alimentacdo do inseto, caracteristica de uma enzima
digestiva. As andlises filogenéticas indicaram que SI-B-fruct é similar a outras [-
frutofuranosidases de lepiddpteros e coledpteros, mas se apresenta mais proxima das
enzimas bacterianas. Essa proximidade se da a grupos distintos de bactérias, quando
comparada com enzimas de lepidopteros, levando-nos a propor um evento de
transferéncia horizontal independente do que ocorreu em lepiddpteros. A fase aberta de
leitura (ORF) codificadora da enzima, excluindo o peptideo sinal, foi clonada no
plasmideo pPICZa-A para sua produgdo heterologa em Pichia pastoris. A enzima
produzida (rSI-p-fruc) apresentou-se glicosilada, com massa molecular aproximada de
65 kDa. Os ensaios de especificidade ao substrato confirmaram que a enzima é uma f3-
frutofuranosidase. A rSl-pB-fruc apresentou pH de maior atividade préximo a 5,0 e
temperatura de atividade maxima proxima a 50 °C. Os ensaios de termoestabilidade e
resisténcia térmica sugerem uma baixa capacidade térmica para rSl-pB-fruc, que se
desnatura com facilidade. Os sais Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e MgCl, provocam
inibicdo da rSI-B-fruc na concentracdo de 1 mM. As constantes cinéticas estimadas para
a rSl-p-fruct foram Ky, = 20,02 MM, Vinax = 105,7 pM.s™ e ke = 520,9 s*. O presente
estudo expande o conceito da ocorréncia de B-frutofuranosidases em coledpteros.
Apesar dos poucos relatos desse gene no reino animal, ¢ possivel afirmar que a B-
frutofuranosidase é importante e vem sendo mantida entre algumas espécies de
lepiddpteros e coledpteros. Tratando-se das potencialidades que a rSI-B-fruct apresenta
para uma aplicagéo industrial, observa-se um potencial positivo caso haja melhorias em
sua estabilidade térmica.

Palavras-chave: Sphenophorus levis, B-frutofuranosidase, expressdo heterdloga,
enzima digestiva



Abstract

The sugar cane represents one of the most important agricultural segments in Brazil,
which is the largest producer and exporter of sugar in the world as well the second
largest ethanol producer. The Sphenophorus levis (Curculionidae) is an important
sugarcane pest which lacks effective methods of control. The larvae of this insect feed
the sugar cane plant decreasing productivity and causing the plant death. In view of
identify the insect digestive arsenal enzymes, a transcriptome study was previously
performed from S. levis larvae. Thereby, an invertase (B-fructofuranosidases class)
coding sequence was identified and characterized. Considering the scarcity of functional
studies on insect B-fructofuranosidases and their apparent non-occurrence among
coleopterans, the aim of the present study was to investigate the occurrence and
characterize the B-fructofuranosidase transcript identified. To validate that the f-
fructofuranosidase sequence (herein denominated Sl-A-fruct) is indeed encoded by the S.
levis genome, PCRs were performed using genomic DNA extracted from the larval fat
body as well as DNA from the midgut with microbial content. Amplification of SI-4-
fruct gene using larval fat body DNA indicated its presence in the insect's genomic
DNA. Quantitative PCR (QRT-PCR) analyses indicated that the production of mRNA
only occurs in the midgut and reaches the greatest expression level in 30-day-old larvae,
which is the expected pattern for digestive enzymes. Chromatography of glycosidases
from S. levis midguts showed two enzymes acting as B-fructofuranosidase, indicating
the presence of a SI-g-fruct isoform or a B-fructofuranosidase from insect intestinal
microbiota. Moreover, it was found that a-glucosidases do not act on sucrose
hydrolysis. Phylogenetic analyses indicated this enzyme to be similar to enzymes found
in other coleopteran and lepidopteran B-fructofuranosidases, but also closely similar to
bacterial enzymes, suggesting potential horizontal gene transfer. Despite this, the
enzyme seems to be restricted to different groups of bacteria, which suggests distinct
origin events. The SI-g-fruct gene was cloned in Pichia pastoris to produce the
recombinant enzyme (rSl-p-fruct). Molecular weight of the recombinant protein was
about 64 kDa, indicating possible glycosylation, since the theoretical weight was 54.8
kDa. The substrate specificity test revealed that rSI-p-fruct hydrolyzes sucrose and
raffinose, but not melibiose or maltose, thereby confirming invertase activity. The pH
curve revealed greatest activity at pH 5.0, demonstrating rSI-p-fruct to be an acidic -
fructofuranosidase. The enzymatic characterization was done and the optimum
temperature was 50 °C, thermal resistance at 36 °C and pH maximum resistance at 6.0.
The Michaelis-Menten curve showed K,=20.02 pM, K=520.9 st and Vipax=105.7
uM.st. 5 mM of SDS and MgCl, cause inhibition of rSI-p-fruct activity. The present
study expands the concept of the occurrence of B-fructofuranosidase in insects. Despite
the few descriptions of this gene in the animal kingdom, it is possible to state that (-
fructofuranosidase is crucial to the establishment of some insects throughout their
evolutionary history, especially members of the Lepidoptera and Coleoptera clades.
Considering the rSI-p-fruct potential to industrial application, they are promising if the
thermal properties are improved.

Keywords: Sphenophorus levis, B-fructofuranosidase, recombinant expression,
digestive enzyme.
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Introducao ao tema

O Sphenophorus levis é um coledptero pertencente a familia Curculionidae, com
tamanho entre 8 e 14 mm. Esse inseto é uma praga da cultura de cana-de-agucar e 0s
prejuizos econémicos gerados pelas suas larvas, que se alimentam do rizoma e colmos
da planta, sdo decorrentes de perdas na produtividade agricola, que variam de 20 a 30
toneladas de cana-de-agucar por hectare/ano nas areas infestadas (CTC, 2010). Apesar
da importancia dessa praga, refletida nos prejuizos gerados, ainda ndo existe um método

de controle eficientemente aplicado as culturas no campo.

Considerando a importancia econdmica desse inseto e a dificuldade encontrada
para seu controle eficiente, a utilizacdo de abordagens moleculares torna-se uma
alternativa promissora (Gatehouse et al.,, 1993; Jouanin et al.,, 2000). Para o
desenvolvimento de métodos de controle em nivel molecular, é importante o
conhecimento do arsenal de enzimas (principalmente as digestivas) produzidas pelo
organismo. Neste sentido, uma biblioteca de cDNA foi previamente construida em
nosso laboratério a partir do tubo intestinal, corpo gorduroso e hemolinfa de larvas de S.
levis com idade préxima a 30 dias de vida. Este estudo visou a identificacdo de genes e
seus produtos que possam servir como alvo para o controle do inseto, abordando
fundamentalmente seu processo digestivo, considerando que o intestino constitui uma
interface direta entre o inseto e o ambiente (Terra e Ferreira, 2011). A descri¢do do
transcriptoma das larvas de S. levis é feita na tese de doutorado do aluno Fernando

Fonseca Pereira de Paula (Fonseca F. P. P., 2012).

Dentre as glicosil-hidrolases identificadas na biblioteca, uma sequéncia que

codifica uma provavel p-frutofuranosidase nos chamou a atencdo, devido a sua restrita



ocorréncia entre os insetos, assim como, a potencialidade de sua produgéo para
processos industriais. Além disso, foram levantadas questfes como qual seria a origem
evolutiva desse gene e qual sua funcdo na fisiologia do S. levis. Pesquisamos nos bancos
de dados por B-frutofuranosidases de outros coledpteros e verificamos que a historia
evolutiva dessa enzima pode ser complexa. Produzimos a enzima de forma
recombinante e a caracterizamos para se determinar o seu potencial de aplicagdo

industrial, principalmente na indUstria de acUcar invertido.

O presente trabalho é apresentado em dois capitulos para que assim possa ser
lido de maneira mais organizada. O primeiro capitulo trata da demonstracdo, utilizando
S. levis e informacdes de banco de dados, de que existem B-frutofuranosidases em
coledpteros e estas provavelmente sdo provenientes de eventos de transferéncia
horizontal por bactérias. Além disso, demonstra-se que a enzima de S. levis tem fungédo
digestiva e atua na hidrélise de sacarose. O segundo capitulo trata da expressao
heter6loga da enzima em Pichia pastoris; demonstracdo, por meio de teste de
especificidade ao substrato, de que a enzima é uma B-frutofuranosidase e caracterizagao
enzimatica, tendo em vista a comparacdo da mesma com outras invertases de micro

organismos e a possibilidade de aplicacdo industrial.

Capitulo 1: p-frutofuranosidases em coledpteros

1. Introducéo

As B-frutofuranosidases ou invertases (EC 3.2.1.26) catalizam a hidrolise de
sacarose em frutose e glicose e foram primeiramente purificadas de leveduras, na

segunda metade do século 19 (O’Sullivan e Tompson, 1890). As a-glicosidases (EC



3.2.1.20) também realizam a catélise da hidrolise de sacarose e sdo encontradas
comumente entre os animais, incluindo o intestino de insetos. A diferenca entre elas esta
no mecanismo de hidrolise, pois as B-frutofuranosidases sdo especificas para a porgao f3-
frutosil, enquanto as a-glicosidases sdo especificas para a regido a-glicosil do substrato

(Terra e Ferreira, 1994).

As P-frutofuranosidases sdo descritas em grande quantidade em micro
organismos, mas ndo eram conhecidas no reino animal até recentemente, quando foram
encontradas em lepiddpteros (Santos e Terra, 1986; Sumida et al., 1994; Carneiro et al.,
2004). Os primeiros relatos de transcritos codificando B-frutofuranosidases em animais
foram em uma biblioteca de cDNA intestinal de larvas de Helicoverpa armigera
(Pauchet et al., 2008), bem como em Bombyx mori, no qual a enzima foi caracterizada e
imunolocalizada no intestino médio e glandulas de seda da larva (Daimon et al., 2008).
Posteriormente, outras p-frutofuranosidases foram encontradas no transcriptoma das
larvas de Manduca sexta (Pauchet et al., 2010). Esses dados indicam que as f-
frutofuranosidases sdo comuns entre espécies de lepidopteros. Os primeiros relatos de
B-frutofuranosidase em coledpteros foram ocorrer posteriormente, com o draft do
genoma de Dendroctonus ponderosae (Keeling et al., 2013) e com a descri¢do desta
enzima em um trabalho gerado a partir de genoma e transcriptoma de Agrilus

planipennis (Zhao et al., 2014).

Alguns estudos anteriores relatam a atividade de invertase em espécies de
coleodpteros (Hirashima et al., 1989; Devi e Singh, 2011), mas ndo houve uma definicdo
clara se a atividade encontrada provinha do arsenal digestivo do inseto ou de sua
microbiota. Além disso, nenhum ensaio especifico para B-frutofuranosidase foi

realizado, ou seja, a degradagcdo de sacarose pode estar sendo catalizada por o-



glicosidases. Tribolium castaneum foi o primeiro coledptero a ter o genoma
completamente sequenciado e anotado. Esse estudo verificou que ndo ha genes que
codificam pB-frutofuranosidases no genoma do mesmo (Richards et al., 2008). Sendo
assim, pode-se supor que apenas algumas familias ou espécies da Ordem coledptera
possuem genes que codificam B-frutofuranosidases. Esse fato é discutido em trabalhos
com M. sexta, D. ponderosae e A. planipennis, 0s quais mostram evidéncias de eventos
independentes de transferéncia horizontal desses genes em pontos ainda ndo definidos
dentro da histéria evolutiva dos insetos (Pauchet et al., 2010; Keeling et al., 2013 e

Zhao et al., 2014).

Considerando a escassez de estudos funcionais em p-frutofuranosidases de
insetos e as poucas informacdes em coledpteros, 0 objetivo desse trabalho foi investigar
a ocorréncia e caracterizar um transcrito de B-frutofuranosidase identificado em
biblioteca de cDNA de larvas do bicudo-da-cana, S. levis. O presente estudo relata uma
nova B-frutofuranosidase identificada em coledptero, expressa no intestino médio das
larvas de S. levis como enzima digestiva. Além disso, levanta a hipGtese de que a
enzima estudada nao ¢ a tinica B-frutofuranosidase atuante na digestdo de sacarose em
S. levis. Nossos resultados trazem mais informacdo para o estudo da origem
evolucionaria de [B-frutofuranosidases, abrindo caminho para hipoteses sobre esta

enzima em insetos.

2. Objetivos

2.1.  Objetivos gerais

O estudo transcriptbmico mostrou que possivelmente o DNA de S. levis codifica

uma B-frutofuranosidase. Portanto, o objetivo do trabalho, nesse capitulo, foi



caracterizar esse transcrito, demonstrar que ele é codificado pelo genoma do inseto e

gerar informacgdes da funcdo e importancia desse gene para a biologia de S. levis.

Considerando que ainda ha poucos relatos de B-frutofuranosidases em animais,

objetivamos também fazer correlacdes evolutivas que deem indicios da histdria desse

gene, principalmente em lepidopteros e coledpteros.

2.2.  Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

Sequenciar completamente e caracterizar um clone
(MBL_S._levis_libr_022F06), codificando para uma p-frutofuranosidase,
encontrado em biblioteca de cDNA de S. levis.

Verificar (via PCR) se o gene Sl-g-fruct é codificado pelo genoma do
inseto.

Analisar a sequéncia de aminoacidos de B-frutofuranosidases de S. levis e
outros coledpteros para procurar padrdes conservados entre eles.

Verificar, via cromatografia das glicosidases intestinais do S. levis, se a
digestdo de sacarose é realizada por B-frutofuranosidases ou a-glicosidases.
Realizar analises filogenéticas da Sl-p-fruct para levantar hipdteses que
expliqguem a baixa ocorréncia de B-frutofuranosidases em animais.

Analisar a expressdo do gene estudado em diferentes tecidos e fases de

desenvolvimento de S. levis.



3. Materiais e Métodos

3.1.  Caracterizagdo do transcrito

O clone MBL_S. levis_libr_022F06, isolado da biblioteca de cDNA de larvas do
Sphenophorus levis (Fonseca F. P. P., 2012), foi completamente sequenciado com 0 uso
do equipamento MegaBACE 1000 Flex, com o kit DYEnamic ET Terminator
sequencing kit (GE Healthcare) e primers especificos para o vetor pPDNOR222; M13-
Forward (5>-TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), M13-Reverse (5-
AGCGGATAACAATTTCACAC-3’) e um primer interno especifico do clone (SI-B-
fruct-RT-F, descrito a seguir). A sequéncia foi depositada no GenBank do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com o ndmero de acesso KJ934794. O
programa BioEdit v7.0.5.3 (Hall, 1999) foi usado para a montagem das sequéncia do
clone e obtencdo de todo o transcrito da Sl-g-fruct. A predicdo de glicosilacdo da
enzima foi realizada com 0 servidor NetNGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). A predicdo de peptideo sinal foi realizada
com o servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) e a fase aberta de
leitura (ORF) foi comparada com sequéncias homologas por similaridade a partir do

GenBank usando BlastX e BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Os

alinhamentos multiplos foram construidos com o uso do ClustalW (Thompson et al.,

1994) no BioEdit.

3.2.  Confirmacdo da presenca do gene no genoma de S. levis

Para provar que a sequéncia Sl-g-fruct encontrada na biblioteca de cDNA é
realmente codificada pelo genoma de S. levis, ReacGes em Cadeia da Polimerase (PCRS)

foram realizadas utilizando-se DNA genémico extraido do corpo gorduroso,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

teoricamente livre de micro organismos contaminantes, e também DNA extraido do

intestino com conteddo microbiano.

Aproximadamente 200 mg de corpo gorduroso e intestino total foram tratados
com 0.32 mg/mL de proteinase K e a extragdo de DNA foi realizada com UltraPure™
fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1, wv/v) (Invitrogen), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. A extragdo de DNA do corpo gorduroso foi feita em

condicdes assepticas para evitar contaminacdo bacteriana externa.

Ambas as preparacGes de DNA foram testadas contra contaminacdo bacteriana
por PCR usando primers especificos para o gene bacteriano da regido 16S do RNA
ribossomal (338F-5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ and 1492R-5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991). A reacdo foi conduzida com Taq
DNA polymerase (Fermentas) com desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguido de
34 ciclos a 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min, 72 °C por 2 min e extensdo final a 72 °C
por 10 min. Esse teste € importante para provar que o DNA extraido do corpo gorduroso

esta livre de contaminagdo microbiana.

Os primers especificos descritos na préxima sessdo (SI-p-fruct F and SI-pB-
fruct_R) foram usados para amplificar a sequéncia genémica completa da Sl-g-fruct.
Nessa reacdo, utilizou-se a enzima Elongase® (Life Technologies) com desnaturacao
inicial a 94 °C por 4 min, seguido por 34 ciclos a 94 °C por 40 s, 52 °C por 45 s, 72 °C
por 3 min e uma extenséo final a 72 °C por 10 min. A enzima Elongase® foi utilizada,
pois h& a possibilidade de ocorréncia de introns, o que poderia aumentar

consideravelmente o tamanho do amplicon.



3.3.  Presenga de p-frutofuranosidases no genoma de outros

coledpteros

Os relatos de B-frutofuranosidases em coledpteros sdo poucos, mas suficientes
para se afirmar que alguns representantes dessa Ordem possuem essa enzima ativa no
processo digestivo. Muitos projetos estdo sendo desenvolvidos com transcriptomas e
genomas de coledpteros, entretanto, a geragdo de dados segue em uma velocidade
superior & anotagdo. Esse fato culmina em possiveis sequéncias de p-frutofuranosidases
depositadas no GenBank como unknown. Uma busca foi realizada no GenBank com o
objetivo de encontrar essas sequéncias e compara-las com as ja anotadas, para se tragar
um perfil de motivos conservados em coledpteros que possa servir de parametro para
andlises posteriores, tanto filogenéticas quanto ecoldgicas, relacionando o tipo de

enzima com o nicho apresentado por cada besouro.

Foram feitas buscas por homologia a sequéncia da SI-g-fruct no banco de dados
“Sequence Read Archive” (SRA) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) usando Blast
contra genomas e transcriptomas de coledpteros. Os arquivos com similaridade minima
de 45 e e-value de 0.001 foram selecionados. A montagem das sequéncias encontradas
no banco SRA foi realizada com o programa Velvet/Oases (Zerbino and Birney, 2008).
Os clusters com possivel homologia foram anotados tendo o banco CaZy (Carbohydrate

Active Enzymes) como referéncia.

Outras buscas foram realizadas por blastp e tblastn utilizando os bancos de
dados “non redundant protein sequences” (nr); “protein data bank” (Pdb);
“Transcriptome shotgun assembly” (TSA); “Whole genome shotgun contigs” (wgs) e

“nucleotide collection” (nr/nt).



As sequéncias encontradas foram alinhadas utilizando o programa ClustalW

(Thompson et al., 1994) para se identificar regifes conservadas em coledpteros.

3.4. Ensaio de atividade glicosidasica no intestino de S. levis

O processo de disseccdo dos insetos ocorreu como descrito no iten 3.6.1. Os
intestinos, juntamente com o contelddo intestinal, foram agrupados em pool de seis
insetos. Estes passaram por centrifugagdo por 15 min. a 13000 g. Os sobrenadantes de
intestinos médios homogeneizados foram adicionados a uma coluna Hitrap Q (GE
Healthcare, USA), equilibrada com trietanolamina a 20 mM, pH 7.5. As fra¢des foram
eluidas com o mesmo tampé&o contendo de 0 a 1 M de NaCl em um gradiente linear. As
fracbes com atividade de sacarase foram coletadas e adicionadas a uma coluna de
dessalting Hitrap. O eluato foi submetido a uma cromatografia de troca idnica em
coluna Mono Q (GE Healthcare, USA) com taxa de vazdo a 1 mL/min e coleta das
fracbes com 0.4 mL. Apds passar 10 mL de tampdo piperazina a 20 mM, pH 6, a
eluicdo foi realizada com gradiente linear de NaCl variando de 0 a 0.5 M. As fragdes
foram diluidas adequadamente, de acordo com a quantidade de cada enzima no intestino
e sensibilidade do teste enzimatico, para se fazer a atividade perante sacarose, rafinose,

p-nitrofenil a-glicosideo (pNPaGli) e p-nitrofenil a-galactosideo (pNPaGal).

A atividade perante sacarose, rafinose, pNPaGli e pNPaGal foi determinada com
7 mM de cada substrato em tampdo citrato-fosfato de sédio 100 mM, pH 6. Para
sacarose foi realizado o método desenvolvido por Dalhgvist (1968), o qual se utiliza de
glicose oxidase para determinar a quantidade de glicose liberada na rea¢do. O agente
colorimétrico é o O-dianisideo, que se oxida em contato com H,O, e peroxidase e
resulta em um produto com cor. H,SO, foi adicionado a solucdo para torna-la mais

estavel. O comprimento de onda para detecgdo em espectrofotdbmetro € 540 nm. Para
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rafinose foi utilizado o método de mensuragdo de grupos redutores, com o &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Noelting e Bernfeld, 1948), com deteccdo no comprimento de
onda de 540 nm; e para pNPaGli e pNPaGal seguimos a metodologia desenvolvida por
Terra et al. (1979), o qual se baseia na quantidade de p-nitrofenol liberada pela quebra
da ligacdo com os agUcares. A detecgdo foi realizada em comprimento de onda de 400

nm.

3.5.  Evolucdo molecular

A analise filogenética foi conduzida com sequéncias de P-frutofuranosidase
(tabela suplementar 2) de diferentes fontes encontradas no GenBank (NCBI): fungos,
plantas, bactérias e insetos. B-frutofuranosidases de outros coledpteros foram utilizadas
a partir do estudo feito na secdo 2.3, com modificagdes. Para determinar o melhor
modelo para explicar as diferencgas na divergéncia de tempo e derivagdes da composicao
das sequéncias, 45 modelos disponiveis no software “JModel” (Posada, 2008) foram
testados comegando com alinhamento completo de proteinas construido com Clustal Q
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). O melhor modelo foi selecionado por dois
critérios estatisticos: Informativo Bayesiano (Chen e Gopalakrishnan, 1998; Stafylakis
et al., 2009) e Informativo de Akaike (Akaike, 1974; Posada e Buckley, 2004). O
modelo escolhido foi distribuicdo gama pelo modelo de LG com cinco parametros (Le e
Gascuel, 2008), permitindo sitios invariaveis e frequéncias discretas (+G+F+l). A
filogenia foi reconstruida usando-se 0 método de maxima verossemelhanca (maximum
likelihood, ML), com uma arvore inicial obtida usando o algoritmo NNI. O apoio
estatistico do n6 foi validado por 1000 pseudo replicatas da construcdo da arvore.
(Galperin e Fernandez-Suarez, 2012; Maddison et al., 2007; NCBI-GenBank; Rokas et

al., 2003). As analises evolutivas foram feitas usando o programa MEGA 6.03 (Tamura
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et al., 2013). As analises filogenéticas foram realizadas com a colaboragdo do colega

Célio Dias Santos Junior, mestrando do nosso grupo de pesquisa.

3.6.  Andlise da expressdo génica

3.6.1. Disseccdo do S. levis

Os individuos foram cedidos pelo Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba-
SP. Os ovos, larvas de 10 dias, larvas de 20 dias, larvas de 30 dias, pré-pupas, pupas e
adultos foram utilizados inteiros, com excecdo das larvas de 30 dias, que também
sofreram disseccdo em carcaca, cabeca, intestino médio, intestino posterior, corpo
gorduroso e hemolinfa. Elas foram mantidas em gelo por 5 minutos para imobilizacéo.
Com auxilio de um microscopio estereoscopico, bisturi e pincas RNase free, foram
dissecadas em tampdo PBS, pH 7,0. Primeiramente a cabeca foi separada do restante
dos tecidos, o intestino foi cuidadosamente separado da carcaca e corpo gorduroso. O
intestino foi entdo separado em anterior, médio e posterior. Todo o contetdo intestinal
foi cuidadosamente retirado por lavagens com tampdo PBS pH 7,0. A carcaca foi
dissecada na regido ventral. A gordura foi cuidadosamente retirada da carcaca por
raspagem e lavagens com tampdo PBS pH 7,0. As amostras, individualizadas em

microtubos de 1,5 mL, foram armazenadas em freezer a -80 °C.

3.6.2. Extracdo de RNA e produgdo de cDNA

Para a extracdo de RNA total, 100 mg de cada amostra (de um pool de 5
individuos) foram macerados em cadinhos com nitrogénio liquido. O macerado foi
transferido para tubos tipo Eppendorf e as amostras foram tratadas com TRIzol®

Reagent (Life Technologies), na proporcao de 5 pL de Trizol para cada miligrama de
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tecido (5:1). A esta mistura foi adicionado cloroférmio na proporcdo de 1:1. As
amostras foram agitadas vigorosamente em vortex e incubadas por 12 minutos a 25 °C.
O material foi centrifugado por 5 minutos a 4 °C e 12000 x g e a fase aquosa foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL. Apos a transferéncia realizou-se uma nova
extracdo com cloroférmio (1:1). Em seguida, o RNA contido na fase aquosa foi
precipitado com adi¢do de isopropanol gelado (0.7 volumes). Ap6s incubar por 10
minutos a 25 °C, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000 x g a 4 °C.
Posteriormente, o pellet foi lavado com etanol 75% gelado, seco em temperatura

ambiente e as amostras foram ressuspendidas em agua tratada com DEPC.

Os RNAs foram quantificados em equipamento Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). A andlise de qualidade foi também avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1%. As amostras foram consideradas de boa qualidade quando apresentaram as
relagbes 260/280 nm e 260/230 nm entre 1.8 e 2.0. A eletroforese em gel de agarose
possibilitou a verificacdo tanto das bandas de RNA ribossomal quanto do grau de

degradacédo das amostras.

As amostras selecionadas passaram por um tratamento com DNase | RNAse
Free (Invitrogen), em uma reacdo contendo 1 unidade de enzima para cada 3 pg de
RNA total, incubando por 15 minutos a temperatura ambiente e inativando em seguida a

65 °C por 5 minutos.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit Improm Il Reverse
Transcription System (Promega), segundo as recomendagdes do fabricante, 600 ng de

RNA por reagdo e 0,5 uM de Oligo dT (x15) em um volume final de 20 pl.
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3.6.3. Ensaio de PCR em tempo real

Os primers utilizados para as analises de RT-PCRq foram desenhados utilizando
0 programa Primer 3 versdo 4.0 (www.frodo.wi.mit.edu/primer3), com parametros
especificos para RT-PCRQ: contetido de GC de 45 a 55%, Tm variando de 58 a 61 °C,
de modo que amplificassem um fragmento de aproximadamente 100-150 pb (Giulietti et

al., 2001). O par de primers selecionado a partir desses parametros foi:

SI-B-fruct-RT-F: CAAAAGGTTGGATGAATGACC
Amplicon: 167pb

SI-p-fruct-RT-R: TGGAGACAGTGCTATGGGAAG

Para o célculo da eficiéncia de cada par de primers, diluicdes seriadas do cDNA:
1x, 0,5%x, 0,25x e 0,125x foram utilizadas, variando o0 tempo e a temperatura de
hibridizacdo. Os parametros de selegdo foram: eficiéncia maior que 95%; slope entre -

3,0e3,6 e R?>> 98%.

As analises via RT-PCR quantitativo para avaliar a expressao diferencial foram

realizadas pelo método 24T

, como descrito por Livak e Schmittgen (2001). As
medidas foram tomadas em triplicatas e os desvios padrdes foram indicados com barras
de erros nos graficos. Para todas as reacdes foram adicionados controles negativos
(reacOes utilizando apenas 0 RNA, antes da sintese do cDNA). O gene constitutivo que
codifica a enzima GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como
calibrador. Os ensaios seguiram com a montagem de uma placa contendo cDNA
referente a diferentes fases de desenvolvimento do inseto (ovo, larva de 10 dias, larva de
20 dias, larva de 30 dias, pré-pupa, pupa e adulto) e outra com cDNA referente a

diferentes tecidos de larvas de 30 dias (carcaca, cabeca, intestino médio, intestino

posterior, corpo gorduroso e hemolinfa). A concentragdo de primers adequada foi 0,4
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MM e a diluicdo de cDNA foi 0,5x (Aproximadamente 500 ng por reacdo). As reacgoes
foram realizadas com 5 pL de Platinum SYBR Green gPCR Supermix UDG
(Invitrogen) e 0,4 uM de cada primer em um volume final de 10 uL. O equipamento

utilizado foi o Pixo Real-Time PCR System (lllumina).

4. Resultados

4.1.  Caracterizacdo do transcrito

Apb6s o sequenciamento do clone identificado na biblioteca de cDNA de
Sphenophorus levis, todo o CDS que codifica uma p-fructofuranosidase foi

caracterizado (Figura 1).
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Figura 1: Sequéncia completa do cDNA codificante da B-frutofuranosidase de S. levis. As regides néo
traduzidas (UTRs 5’e 3°) sdio indicadas em cinza. O sinal de poliadenilagéo e cauda poli-A estdo sublinhadas.
Pequenos retangulos destacam aminoéacidos conservados entre p-frutofuranosidases, sendo os presentes na
catalise de Glicosil Hidrolase 32 representados em preto. Os aminoacidos sublinhados representam o peptideo
sinal predito. As setas indicam as regides dos oligonucleotideos usados na clonagem e analise de expresséo.
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A predicdo de um peptideo sinal para secregdo protéica na regido 5’ da fase
aberta de leitura € um indicativo de que o gene SI-g-fruct codifica uma proteina que
sofre secrecdo. Na regido ndo traduzida da por¢ao 3’ foi encontrado um sitio de
poliadenilacdo (AAUAAA) seguido de uma cauda poli-A, marcas caracteristicas de
RNA mensageiro de eucariotos. Foram observados 5 sitios de N-glicosilacdo na regido
traduzida da sequéncia, o que indica que a proteina nativa pode ter um peso molecular
maior que o predito na analise in silico, 54,8 kDa. Os aminoacidos que caracterizam

uma glicosil hidrolase da familia 32 estdo presentes na sequéncia da Sl-g-fruct.

4.2.  Confirmacéo da presenca do gene no genoma de S. levis.

Considerando a possibilidade de contaminacdo microbiana no estudo
transcriptobmico, uma PCR foi realizada para determinar se o gene Sl-A-fruct é realmente

do genoma de S. levis ou proveniente de DNA contaminante.

1000pb —>
1500pb —>

1000pb —> [ R

250pb —>

Figura 2: Amplificacdo do gene Sl-g-fruct a partir do DNA gendmico extraido do corpo gorduroso de
Sphenophorus levis. A: teste de contaminagdo bacteriana. M: marcador molecular GeneRuler (Thermo
scientific); 1: controle negativo de reagdo, reacdo sem DNA; 2: tentativa de amplificacdo da regido 16S do
material extraido do corpo gorduroso do inseto; 3: tentativa de amplificacdo da regido 16S do material
extraido do corpo gorduroso do inseto; 4: amplificacéo positiva da regido 16S do material extraido do tubo
intestinal do inseto com aproximadamente 1000 bp; B: Amplificagdo de Sl-g-fruct. M: marcador molecular
GeneRuler (Thermo scientific); 1: controle negativo de reacdo, reacdo sem DNA, 2: amplificacdo positiva do
gene Sl-g-fruct a partir do material extraido do corpo gorduroso do inseto, com tamanho proximo de 1434 bp;
3: amplificaco positiva do gene SI-g-fruct a partir do material extraido do tubo intestinal do inseto.
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Apenas a reacdo contendo DNA intestinal gerou amplificacdo positiva do gene
16S rRNA, o que confirma a auséncia de contaminantes no DNA extraido do corpo
gorduroso (Fig. 2A). A amplificagdo de todo o gene Sl-g-fruct a partir do intestino e
corpo gorduroso apresentou aproximadamente 1400 pb (Fig. 2B), sugerindo que o as
sequéncias sdo provenientes do genoma e ndo possuem intron, visto que a regido

codificadora também apresenta 1434 pb.

4.3. Presenca de pB-frutofuranosidases no genoma de outros

coleodpteros

A busca por sequéncias de B-frutofuranosidases em outros coledpteros resultou
em outras nove sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI. Os insetos sdo
Anoplophora glabripennis (Cerambycidae), Rhynchophorus ferrugineus
(Curculionidae), Agrilus planipennis (Buprestidae), Sithophilus oryzae (Curculionidae),
Dendroctonus ponderosae (Curculionidae) e Dendroctonus frontalis (Curculionidae).
D. ponderosae, D. frontalis e A. planipennis possuem duas sequéncias cada um de -
frutofuranosidases. O depdsito dessas sequéncias foi realizado de maneira automatica
por outros grupos de pesquisa e algumas ndo aparecem anotadas como f-

frutofuranosidases.

Um alinhamento foi realizado entre as sequéncias encontradas de coledpteros e
outras sequéncias ja caracterizadas de lepiddpteros, himendpteros e bactérias (figura 3).
Apesar das sequéncias de D. frontalis ndo estarem completas, pode-se observar que
duas das trés regibes cataliticas estdo presentes, portanto, espera-se que a sequéncia
completa codifique uma B-frutofuranosidase. Observamos algumas regides conservadas

entre alguns coledpteros, mas ndo ha uma assinatura especifica de besouros.



Coleoptera

Lepidoptera

Hymemoptera
Bacteérias

Sphenopheorus_levis
Dendroctonus_ponderosae I
Dendrocteonus_pendercsae_II
sitophilus oryzae
Dendroctonus_frontalis_I
Dendroctonus frontalis II
Rhynchephorus_ferrugineus
Agrilus planipennis I
Agrilus_planipennis II
Anoplophora glabripennis
Helicoperva_armigera
Manduca_sexta I
Manduca_sexta II
Beombyx_mori_ II
Bombus_impatiens
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freundii

Sphenophorus_levis
Dendroctonus_peonderosae_I_
Dendroctonus_ponderosae II
sitophilus_oryzae
Dendroctonus_ E:ontnlll I

Rhynchophomlﬁfo:ruglnoul
Agrilus_planipennis I
Agrilus planipennis II
Anoplephora glabripennis
Helicoperva armigera
Manduca_sexta I
Manduca_ sexta II
Bombyx_mori IT
Bombus_impatiens
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freundii

Sphenophorus_levis
Dendroctonus_ponderosae I_
Dendroctonus_ponderosae II
sitephilus oryzae
Dendroctonus frontalis I
Dendroctonus_frontalis_ II
Rhynchophorus_ferrugineus
Agrilus_planipennis I
Agrilus planipennis II
Anoplophora_glabripennis
Helicoperva armigera
Manduca_sexta I
Manduca_ sexta II
Bnmhyx mori_ II
Bombus_impatiens
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freundii

Sphencphorus_levis
Dendroctonus_ponderosae_I_
Dendrectonus_pendercsae_II
sitophilus oryzae
Dendroctonus_frontalis_I
Dendroctonus frontalis II
Rhynchophorus_ferrugineus
Agrilus planipennis I
Agrilus_planipennis II
Anoplophora glabripennis
Heliceperva_armigera
Manduca_sexta I
Manduca_sexta IT

Bombyx mori II
Bombus_impatiens
Klebsiella oxytoca
Citrobacter_ freundii

Sphencphorus_levis
Dendrocteonus_ponderosae_I_
Dendroctonus_ponderosae_IT
sitophilus_oryzae
Dendroctonus_frontalis I
Dendroctonus_frontalis_ II
Bhynchophorus_ferrugineus
Agrilus planipennis I
Agrilus_planipennis II
Anoplophora glabripennis
Helicoperva armigera
Manduca_sexta_ I

Manduca_ sexta II
Bombyx_mori II
Bombus_impatiens
Klebsiella oxytoca
Citrobacter_freundii

Figura 3: Alinhamento entre B-frutofuranosidases de coledpteros,
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representam os aminoacidos conservados na regido do sitio catalitico. Os retangulos representam aminoacidos
conservados entre besouros Curculionidae, com excecdo de R. ferrugineus.
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Ensaio de atividade glicosidasica no intestino de S. levis.

A cromatografia das glicosidases do intestino de S. levis foi realizada para

determinar se a Sl-p-frut substitui as a-glicosidases na digestdo de sacarose ou se ha um

sinergismo entre elas.
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Figura 4: Cromatografia de glicosidases do intestino médio de S. levis: FracOes ativas em sacarose recolhidas
de uma coluna Hitrap Q ap6s passarem por dessalting foram aplicadas em uma coluna Mono Q. A: O
nameros das fragdes esta representado no eixo x, a atividade enzimatica perante pNPaGal é demonstrada no
eixo y da esquerda e a concentragdo de NaCl usado na cromatografia esta ao lado direito; B: a atividade
perante pNPaGli é representada no eixo y da esquerda. As a-glicosidases foram eluidas nas fracdes de 61 a 66;
C: a atividade perante sacarose é representada no eixo y da esquerda; D: a atividade perante rafinose é
representada no eixo y da esquerda. C e D mostram duas B-frutofuranosidases eluidas nos picos 41 a 52.

A presenca de B-frutofuranosidase é revelada com picos de atividade perante 0s

substratos rafinose e sacarose. Os resultados revelaram atividade de a-galactosidase na

fragdo 45 (Figura 4 A), dois picos de atividade de a-glicosidase nas fracdes 61 e 66

(Figura 4 B) e dois picos de atividade p-frutofuranosidica nas fracdes 44 e 52 (Figura 4

C e D). Como a atividade de degradacgéo de sacarose foi encontrada apenas nas fracfes

44 e 52 e as a-glicosidases estdo em diferentes fracOes, podemos deduzir que as a-

NaCl (M)

Nacl (M)
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glicosidases ndo contribuem na digestdo de sacarose, cabendo essa fungdo apenas as f3-

frutofuranosidases.

4.5.  Evolucdo molecular

A andlise filogenética agrupou a sequéncia de Sitophilus orizae com um alto
suporte no né (bootstrap de 100), formando um clado com o género Dendroctonus. Foi
observado que essas fB-frutofuranosidases sdo mais proximas de bactérias do que outros
insetos (figura 5). H& uma grande segregagdo dos clusters de bactéria e também uma
clade dividida com sequéncias de inseto no cluster bacteriano. Além disso, a sequéncia
de Bombus impatiens foi observada como out group de bactérias Gram negativas. As f-
frutofuranosidases de coleGpteros sdo similares a diferentes grupos de bactérias Gram
negativas que estdo distribuidas pelo intestino médio de coledpteros, como Klebsiella
sp., Enterobacter sp. e Citrobacter sp. (Rinke et. al., 2011). Portanto, os resultados
sugerem uma historia complexa para essa proteina. A analise de reticulacdo dessas
sequéncias foi realizada eliminando todos os gaps, regibes nao informativas e regides
constantes, com distancias corrigidas usando o método PhyML pelo modelo WAG com
plnvar de 0,027 e distribuicdo gamma com 1.167 parametros (obtido no modelo de
analise descrito acima). Essa andlise (figura 5) revelou uma ordem complexa com uma
forte malha de reticulacdo, evidenciando sua separacdo de outros insetos e um provavel
evento recente. Esses eventos de reticulacdo e incongruéncias topoldgicas sugerem um
arranjo complexo para esses genes e uma pressdo seletiva que altera os valores
adaptativos. Sugerimos que essa configuracdo génica foi adquirida pelos insetos a partir
de eventos independentes de transferéncia horizontal. Esses fatos referem-se a uma
origem recombinacional ou envolvem uma aproximagdo entre esses o0rganismos,

tomando essa enzima como referéncia.
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Figura 5: Arvore filogenética de SI-g-fruct. A analise foi realizada com o software Mega 6.0, utilizando-se o
método ML, com 1000 repetigdes. Os valores de bootstrap sdo mostrados nos ramos. Maior similaridade foi
encontrada entre B-frutofuranosidases de coledpteros e bactérias

4.6. Analise da expressao do transcrito de Sl-g-fruct

A analise de expressao génica pode trazer informacdes que mostram os papéis da

SI-g-fruct na fisiologia do S. levis.
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Figura 6: Analise de expressdo da Sl-g-fruct por gRT-PCR em diferentes tecidos do Sphenophorus levis. Os
transcritos foram identificados predominantemente no intestino médio, como esperado para uma enzima
digestiva.

A analise de expressdo do gene Sl-g-fruct em diferentes tecidos mostrou que ele
é expresso fundamentalmente no intestino médio, o que reforca a proposta de atuacdo da

enzima nos processos digestivos do S. levis.

A anélise da expressdo do gene da SlI-S-fruct durante as diferentes fases de
desenvolvimento esta demonstrada na figura 7. Nas fases em que o inseto se alimenta da
cana-de-acUcar, 0 gene é mais expresso, enquanto nas fases de ovo, pré-pupa e pupa,
quando a alimentagdo é nula (ou quase nula em pré-pupas), ha uma queda brusca de

expressao ou nenhuma expressao.
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Figura 7: Analise de expressdo da Sl-g-fruct por RT-PCRq em diferentes fases de desenvolvimento do inseto.
Niveis maiores de expressdo génica estdo relacionados as fases em que o inseto se alimenta.

5. Discussao

Um estudo transcriptdmico deu origem ao atual trabalho, que objetiva descrever
uma P-frutofuranosidase de S. levis. A caracterizacdo completa do clone resultante do
transcriptoma revelou uma ORF codificadora de uma enzima com aminoacidos
conservados em membros das glicosil hidrolases da familia 32 (GH 32). O Asp-20 da B-
frutofuranosidase de S. levis, equivalente a Asp-23 de levedura, deve agir como um
nucledfilo catalitico (Reddy e Maley, 1990). A Glu-191 de SI-g-fruct, equivalente a
Glu-204 em levedura, e provavelmente age como doador de préton para o oxigénio
glicosidico da sacarose (Reddy e Maley, 1990). A Arg-152 e Asp-153 em S. levis no
motivo conservado “RD”, equivalente a Arg-138 e Asp-139 em Thermotoga maritima,
podem ligar a grupos hidroxila do substrato e entdo possuem importante papel no
reconhecimento do substrato (Alberto et al., 2004). A anélise in silico da sequéncia SI-4-
fruct sugere fortemente que esta € pertencente ao grupo das GH 32, o qual é

representado principalmente por B-frutofuranosidases.
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A sequéncia do cDNA de SI-g-fruct apresenta caracteristicas eucaridticas, como
presenca de sinal de poliadenilacdo e sequéncia poli-A, o que corrobora a hipotese de
que o material sequenciado é proveniente do genoma do S. levis. Em contrapartida,
alinhamentos realizados contra bancos de dados revelam maior similaridade entre SI-f-
fruct e B-frutofuranosidases de bactérias do que entre SI-g-fruct e enzimas de
lepidopteros, o que poderia indicar contaminacdo no transcriptoma que revelou esta
sequéncia. Os testes realizados para confirmar a presenca da Sl-S-fruct no genoma de S.
levis mostraram que em uma amostra de DNA do inseto, livre de contaminacdo
bacteriana, foi possivel amplificar a sequéncia da Sl-p-fruct, o que da fortes indicios de
que o gene é realmente do inseto. O experimento revelou também a auséncia de introns

no DNA estudado.

O tamanho da sequéncia da Sl-g-fruct ¢ conservado entre B-frutofuranosidases de
procariotos e eucariotos. A auséncia de introns sugere uma proximidade com f-
frutofuranosidases bacterianas, o que da suporte para a hipdtese de transferéncia
horizontal levantada com os resultados das andlises filogenéticas. Recentemente, 0s
genomas de D. ponderosae e A. planipennis foram analisados e B-frutofuranosidases
foram descritas como sendo produto de transferéncia horizontal a partir de bactérias
(Keeling et al., 2013 e Zhao et al., 2014). Foi observado também que em ambos os

casos houve auséncia de introns, assim como ocorre em S. levis.

Considerando as anélises feitas com B-frutofuranosidases de outros coleopteros,
observa-se que ndo ha regibes conservadas exclusivamente entre eles. Os Unicos
padrées encontrados sdo de Curculionidae, com excec¢do de R. ferrugineus, que é
Curculionidae mas nédo apresenta as mesmas regides conservadas de S. levis, D.

ponderosae, D. frontalis e S. oryzae. Os outros dois besouros A. glabripennis e A.
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planipennis sdo Cerambycidae e Buprestidae respectivamente e ndo apresentaram
regides conservadas além das que ja ocorrem em invertases de micro organismos. Esse
fato mostra que ndo ha como estabelecer padroes para PB-frutofuranosidases de
coledpteros. A grande divergéncia de sequéncias pode ser reflexo de possiveis eventos
de transferéncia horizontal independentes entre algumas dessas espécies. O trabalho
realizado com A. planipennis gerou indicios de que a aquisicdo do gene ocorreu de
maneira independente de D. ponderosae; provavelmente um ancestral comum aos
Curculionidae recebeu o0 gene em um evento, enquanto um ancestral dos Buprestidae
recebeu outro gene em um evento ndo relacionado (Zhao et al., 2014). Essa hipotese
ainda néo explica a divergéncia encontrada na sequéncia de R. ferrugineus. Nesse caso,
mais sequéncias deveriam ser encontradas para se ter subsidios suficientes e entdo

explicar a evolugao da B-frutofuranosidase nos Coleopteros.

O perfil de expressdo da Sl-g-fruct apresenta um padrdo encontrado em outras
enzimas digestivas do S. levis. Fonseca e colaboradores (2011) encontraram 0 mesmo
perfil de expressdo em uma catepsina-L, posteriormente visualizada por
imunolocalizacdo no lumen do intestino médio de S. levis. Outras enzimas do inseto
com potencial digestivo sdo estudadas por nosso grupo de pesquisa e também
apresentam o mesmo perfil de expressdo, tanto tecidual quanto temporal. Em A.
planipennis, uma das B-frutofuranosidases estudadas (AplaScrB-2) mostra um perfil de
expressao tecidual muito proximo do encontrado em S. levis, portanto, também deve

possuir papel digestivo neste inseto (Zhao et al., 2014).

Embora a-glicosidases (EC 3.2.1.48) sejam mais comuns que B-frutofuranosidases
na digestao de insetos (Terra e Ferreira, 1994), existem estudos que relatam atividade f3-

frutofuranosidica em coledpteros (Chinnery, 1971; Scrivener et al., 1997). Além disso,
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Scrivener e colaboradores (1997) verificaram que as a-glicosidases de Psacothea hilaris
ndo agem na digestdo de sacarose e quem realiza essa tarefa devem ser as -
frutofuranosidases. Resultado semelhante foi encontrado também no presente estudo.
Além disso, dois picos para -frutofuranosidase foram observados. Um deve representar
a Sl-p-fruct, enquanto o outro pode ser uma isoforma do préprio inseto ou uma invertase
microbiana, uma vez que o contetdo intestinal foi ensaiado junto nesse experimento.
Em nossos estudos transcriptomicos ndo encontramos dois transcritos diferentes para 3-
frutofuranosidase, mas D. ponderosae e A. planipennis possuem duas formas de -
frutofuranosidase em seus genomas (Keeling et al., 2013 e Zhao et al., 2014). Além dos
coledpteros, lepidopteros como Bombyx mori, Diatraea saccharalis e Manduca sexta
também apresentam mais de uma forma de B-frutofuranosidase (Daimon et. al., 2008;
Carneiro et. al., 2004; Pauchet et. al., 2008). Sendo assim, é provavel que S. levis possua
uma outra forma de p-frutofuranosidase, ainda inacessivel pelas analises realizadas até o

momento.

A ocorréncia de um gene codificador de B-frutofuranosidase no genoma de B. mori
é relacionada com a presenca de alcaloides sintetizados por amoreiras, 0s quais
mimetizam aglcares e atuam como inibidores especificos de a-glicosidases (Daimon et
al., 2008). Uma vez que flavonoides isolados do melago de cana atuam como inibidores
de a-glicosidases ¢ a-amilases in vitro (Holt et al., 2003), a presenca de pB-
frutofuranosidase em S. levis pode ser resultado de uma adaptacdo vantajosa. Além
disso, a cana-de-acucar melhorada chega a atingir 18,1% de sacarose em massa (Papini-
Terzi et al., 2009), o que poderia favorecer a presenca do gene da B-frutofuranosidase

no genoma do inseto.
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A éarvore filogenética revelou que as B-frutofuranosidases de coledpteros e
lepidopteros sdo proximas a invertases bacterianas. Entretanto, cada uma é associada
com um grupo diferente de bactéria. B-frutofuranosidases de lepidépteros foram
descritas como fruto de transferéncia horizontal (Pauchet et al., 2008, 2010; Daimon et
al., 2008). E possivel que outro evento independente tenha ocorrido e as invertases de
coledpteros e lepidopteros tenham diferentes origens evolucionérias a partir de
diferentes tipos de bactéria. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar tal

hipdtese.
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Capitulo 2: Producdo recombinante e caracterizacdo

bioquimica da rSI-p-fruct

1. Introducéo

As B-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) catalisam a hidrolise de sacarose a glicose
e frutose, possuem uma grande especificidade ao substrato e foram as primeiras enzimas
estudadas (Wallis, et al., 1997). Foram isoladas na segunda metade do século XIX e a
denominacdo invertase se da pelo fato delas gerarem agUcar invertido como produto de
reacdo, ou seja, D-glicose destrdgira e D-frutose levogira (O’Sullivan e Tompson,
1890). Possuem vasta aplicacdo na industria de alimentos, principalmente na producgao

de acucar invertido.

O acucar invertido pode ser obtido por meio da hidrolise acida ou enzimatica. A
hidrolise acida é o método mais usado nas inddstrias, no entanto, gera residuos acidos e
subprodutos toxicos, enquanto o processo enzimatico para a hidrolise da sacarose é
considerado um processo limpo. Além disso, a hidrdlise enzimatica catalisada pela
invertase tem alta eficiéncia, o que resulta em um produto qualidade superior, em
funcdo do baixo teor de subprodutos gerados (Marquez, 2007). Porém, o processo
enzimatico de producdo de acuUcar invertido requer altas temperaturas, por um longo
periodo de tempo. Essas condicBes sdo dificilmente suportadas por enzimas, que se
desnaturam, obrigando a industria a adquirir uma grande quantidade do biocatalizador
para completar o0 processo, 0 que encarece muito o processo produtivo. Sendo assim, a

escolha mais vantajosa acaba sendo o processo de hidrolise acida (Marquez, 2007).

As larvas de S. levis possuem um tamanho proximo de 11 mm. Realizar a

purificagdo de uma p-frutofuranosidase desse inseto seria um processo laborioso.
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Portanto, optou-se pela expressdo heterdloga, visto que a caracterizagdo da sequéncia da
SI-B-fruct ja estava completa e nosso grupo de pesquisa possui ampla experiéncia nessa
area. Assim, seria possivel realizar a caractreizacdo da enzima para entdo julgar se a
mesma possui algum potencial de aplicacdo industrial. O presente trabalho apresenta um
panorama geral de atividade da enzima, diante de diferentes condic@es fisico-quimicas,
que possibilita que sejam feitas comparagdbes de desempenho com outras f-

frutofuranosidases ja caracterizadas.

2. Objetivos

2.1.  Objetivos gerais

Com a sequéncia da SI-g-fruct ja caracterizada e a potencialidade de aplicagdo
industrial para a enzima, nosso objetivo foi produzir a enzima de maneira heter6loga e
realizar sua caracterizacdo para gerar informagdes que permitam uma discusséo sobre as
reais possibilidades de aplicacdo biotecnoldgica. Além disso, a utilizagdo de substratos
especificos permitiu comprovar que a enzima trata-se realmente de uma p-

fructofuronidase.

2.2.  Objetivos especificos

e Realizar a clonagem da Sl-g-fruct, expressdo heteréloga em Pichia pastoris e
purificacdo da proteina recombinante.

e Verificar, por meio da especificidade ao substrato, se a enzima estudade é uma
B-fructofuronidase.

e Identificar a influéncia de pH e temperatura sobre a atividade da rSI-p-fruct.

e Verificar a estabilidade da rSI-p-fruct diante de diferentes temperaturas e pHs.
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e Observar a resisténcia térmica da enzima
e Determinar quais ions, dentre os testados, apresentam influéncia sobre a
atividade da rSI-B-fruct.

¢ Realizar a determinacdo dos parametros cinéeticos da enzima estudada.

3. Materiais e Métodos

3.1.  Expresséo heterologa

3.1.1. O organismo Pichia pastoris e 0 vetor pPICZa-A

A levedura Pichia pastoris foi o organismo escolhido para a expressdo
heter6loga da proteina recombinante, pois se trata de um sistema eucariotico, capaz de
realizar modificacGes pos-traducionais e que vem sendo utilizado com sucesso em nosso
laboratério para a expressdo de proteinas heter6logas em niveis satisfatorios de
producdo. P. pastoris é capaz de metabolizar metanol como uUnica fonte de carbono
devido a presenca da enzima alcool oxidase (AOX), que catalisa a oxidacdo de metanol
a peréxido de hidrogénio e formaldeido. Essa enzima possui baixa afinidade por
oxigénio molecular, o que obriga o organismo a ter uma alta taxa de expressdo da
mesma como estratégia compensatdria. A levedura possui dois genes, AOX1 e AOX2.
O gene AOX1 d& origem a maior parte das proteinas e o seu silenciamento gera
organismos com crescimento lento em presenca de metanol - fenétipo denominado Mut®

- pois a levedura utiliza apenas AOX2.

O vetor de expressdo escolhido para transformar as células de P. pastoris foi 0
pPICZa-A (Invitrogen), que possibilita a ligacdo do gene de interesse sob regulacdo do

promotor do gene AOX1. Sendo assim, quando o vetor é integrado no genoma de uma
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levedura com o gene AOX1 nédo funcional — cepa KM71H, por exemplo - a mesma
produz grande quantidade da proteina recombinante, desde que possua metanol como
unica fonte de carbono. O vetor escolhido possui uma sequéncia de nucleotideos capaz
de codificar um peptideo sinal eficiente para P. pastoris (fator o). O organismo P.
pastoris é capaz de realizar modifica¢fes p6s traducionais, como N-glicosilacdo e O-
glicosilacdo, de acordo com os sinais de glicosilagdo que a proteina venha a ter,
caracteristica importante visto que algumas proteinas necessitam dessas modificacoes

para se ativarem plenamente.

3.1.2. Clonagem

As enzimas escolhidas para a clonagem foram Xho-1 e Xba-I para evitar ao
maximo a traducdo do sitio multiplo de clonagem na por¢do N-terminal da proteina.
Entretanto, de acordo com o mapa do pPICZa-A (figura 8), isso resultaria em uma
proteina sem o sinal de clivagem para a protease Kex-Il, que atua na clivagem do Fator-
a, no reticulo endoplasmatico da levedura. Isso nos levou a adicionar a sequéncia que
codifica os aminoacidos de reconhecimento (lisina e arginina) no primer forward. Com
0 objetivo de evitar a regido que daria origem ao epitopo c-myc, foi desenhada uma
sequéncia que codifica seis histidinas no primer reverse, adicionada de um codon de
terminacdo (TGA), projetando a estratégia de purificacdo da proteina recombinante por

cromatografia de afinidade ao Niquel.
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5" end of ADXT mRNA 5" AOXT priming site

|
811 AARCCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAR TTGCOGACTGG TTCCARATTGA
=
871 CARAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGR CAACTTGAGR AGATCARARA ACARACTAATT

931 ATTCGAARACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AARC ACT ACAR ACA GAA GAT GRA ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequence

1034 CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GRAR GGG GAT TTC
Gln Ile Fro Ala Glu &Ala Val Ile Gly Tyr Ser ARsp Leu Glu Gly Asp Fhe

1085 GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACR AAT RAC GGG TTA TTG TTT
Asp WVal Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

|¥ho I*
+
1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAR GAR GAA GGG GTA TCT| CTC

Ile ARsn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser| Leu

r—_—— = — = —
i

——— 1Kax2 signal cleava
! g ge EcoRl | Pmil SHl BsmB | AspT 18

1187 GAG AFu'-s.: GA GRG'GCT GAR GCE' G:‘-;BTTI:F:C GTGECCCAG I:ICGGCI:G:C TEGGATCG::T
Glu |Lys| Arg Glu:hla‘Glu e‘a'_al

o= Stel3 signal cleavage

Kpnl Xhal Sacll Motl pha I C-myC epitope

1244 EC:::'T_'&GEGCC = IGGCGGF_'E' GCCAGCTYTC TA IGA?—" Can AAA CTC ATC TCA GAR GAG

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
polyhistidine tag

1 [ 1
1299 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGAR GTTTGTAGCC
Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hig **=

1351 TTAGRCATGA CTGTTCCTCA GTTCRAGTTG GGCACTTACG AGARGACCGE TCTTGCTAGA
3" AQXT priming site
1411 TTCTRATCAA GAIGGP.TGTE‘A GAATGCCATT TGC!ETGP.GAG ATGCRAGGCTT CATTTTTGAT
3" polyadenylation site
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT G:‘CIAT':'TTGT TTCTTCTCGT

Figura 8: Mapa e regido de multipla clonagem do vetor pPICZa-A. Destaque em retangulos pretos para os
sitios de restri¢do das enzimas Xho | e Xba I, utilizadas na clonagem. Destaque em linha tracejada para o sinal
de clivagem da enzima Kex2, perdido na restri¢do. (Adaptado de: EasySelect™Pichia Expression Kit,
Invitrogen).
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Os primers desenhados para a clonagem também foram adicionados de trés
nucleotideos na extremidade 5° de cada primer, que serviram como facilitadores para a
ancoragem das enzimas de restricdo na digestdo do produto de PCR. Suas sequéncias

sdo indicadas:

SI-p-fruct_F: 5>-AAACTCGAGAAAAGAGAAAACATTAGCTGGTATCC-3’

SI-B-fruct_his_R:

5S-TTTTCTAGATCAATGATGATGATGATGATGTTCACAAATTCTCCA

GATTTTGTACG-3".

Foi realizada uma Reacdo em Cadeia da Polimerase utilizando a enzima Taq
High Fidelity (Invitrogen) para replicacéo in vitro do DNA alvo, tendo como molde o
clone da biblioteca de ¢cDNA (MBL_S. levis_libr_022F06). Apds a amplificacdo, os
produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1 % e purificados com o
Kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega). Considerando que as
enzimas reagem com distintas concentracdes ideais do tampdo Tango™ (Fermentas),
iniciou-se a digestdo com 2 U da enzima Xba-1 em uma concentracdo final de tampao
igual a 1 x e 1 pug de DNA por 16 h em banho a 37 °C. Seguiu-se com a adi¢do de Xho-
I, 2 U e uma adequacéo da reacdo para concentracao final de tampao igual a 2 x, tendo
como alvos o DNA amplificado e o vetor pPICZa-A, em reagOes separadas. Essa
segunda etapa prosseguiu por mais 8 h em banho a 37 °C. Em seguida, as enzimas

foram inativadas por aquecimento a 80 °C por 20 minutos.

Os produtos das reacgdes foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose

0,8 % e as bandas referentes ao tamanho das amostras foram recuperadas com auxilio
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do Kit “Wizard SVGel and PCR Clean-up System” (Promega). A reagdo de ligagao foi
elaborada respeitando a proporc¢éo de 3:1 entre moléculas de inserto e plasmideo. 1 U da
enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen) foi adicionada em uma reacgdo de volume final de
20 pL, com 46 ng de vetor e 54 ng de inserto. A reacdo foi incubada a temperatura
ambiente por uma hora. Em seguida foi realizada uma transformagdo quimica em
células de E. coli linhagem DH50. Para tanto, utilizou-se 10 pL da reacdo de ligacéo
adicionados em 200 pL de células quimio-competentes, seguido da incubacdo por 90
segundos a 42 °C e 1 minuto em gelo; posteriormente adicionou-se 800 pL de meio LB-
Broth e incubou-se a 37 °C, 300 rpm durante 45 min banho dmido. Foram plaqueados
50 pL da mistura em placas contendo 15 mL de meio LB-Broth agar low salt e 25
pg/mL de antibidtico Zeocina. As placas foram incubadas por 20 horas a 37 °C e as
colonias isoladas foram analisadas por PCR de col6nia para a confirmacdo da presenca
do gene alvo integrado no vetor de expressdo. O vetor contendo o gene de interesse foi

denominado pPICZa-SI-B-fruct.

3.1.3. Transformacéo de Pichia pastoris

Com o intuito de se obter células de P. pastoris recombinantes para plasmideo
contendo o gene da SI-g-fruct foram produzidas células competentes da cepa KM71H
segundo o manual “EasySelect™ PichiaExpression kit” (Invitrogen). O procedimento é
baseado no crescimento prévio das células até que elas atinjam a fase logaritmica de
crescimento celular, posterior transferéncia das células em meio nutriente adicionado de
HEPES, um tampdo que mantém o pH fisioldgico e DTT, que evita a formacdo de
pontes de sulfeto intra e extracelularmente. Finalmente foram feitas lavagens nas células

com agua gelada para transferéncia das mesmas para uma solucao de Sorbitol 1 M.
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A transformacéo das células competentes foi realizada a partir do pPICZa-SI--
fruct purificado e previamente linearizado com a enzima de restricio Pme-I
(Fermentas), seguindo as recomendacOes do fabricante. Aproximadamente 1 pg de
vetor linearizado foi adicionado em 40 pL de células competentes. Apos a
homogeneizacdo, as células foram incubadas em gelo por 5 min e eletroporadas em
cubetas de 0,2 cm a 1,5 Kv, 25 pF e 200 Q. Adicionou-se 1 mL de sorbitol 1 M, e

incubou-se a 30 °C por 2 h sem agitacéo.

Posteriormente, as células crescidas foram inoculadas em placas de Petri

contendo meio YPDS acrescidos de 100 pg/mL e 500 pg/mL de Zeocina.

As placas foram incubadas por 72 h e entdo as coldnias contendo os plasmideos

recombinantes foram confirmadas por PCR de col6nia.

Apos a verificacdo de leveduras recombinantes por PCR de colbnia, 19 delas
foram escolhidas para a realizacdo de um screening em busca de uma col6nia com
expressao superior. Para tanto, o procedimento foi conduzido em placa de 24 pocos
(5mL), segundo método descrito por Boettner et al. (2002), com modificacdes. O
experimento contou com dois controles negativos: o primeiro foi auséncia de levedura
em um dos pocos, para comprovar a experimentacdo em condicbes assépticas. O
segundo foi a inoculagdo da levedura transformada com plasmideo de expresséo isento
do gene alvo, para posterior comparacdo no padrdo de bandas no SDS-PAGE da
expressdo. Foi realizado ainda um controle positivo com uma levedura ja caracterizada

no laboratdrio para validagéo das condi¢des corretas para producdo de proteinas.

A primeira fase do screening contou com o crescimento de uma massa celular de

cada colbnia selecionada em 3 mL de meio complexo com glicerol tamponado,
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chamado BMGY, (1 % de extrato de levedura, 2 % de peptona, 1,34 % YNB, 4 x10™ %
de Biotina, 100 mM fosfato de potéssio (pH 6,0) 1 % de glicerol), por 48 h, a 30 °C e

250 rpm (D.Oggo entre 2 e 6).

Posteriormente, foi realizada a troca de meio de cultivo por 2 mL de meio
complexo com metanol tamponado, chamado BMMY, (1 % de extrato de levedura, 2 %
de peptona, 1,34 % YNB, 4 x10-5 % de Biotina, 100 mM fosfato de potéssio ph 6,0,
0,5% de metanol), incubando a 30 °C e 250 rpm. Em intervalos de 24 h, até 144 h, foi
adicionado metanol absoluto a uma concentragéo final de 0,75 % ao mesmo tempo em
que foram retiradas aliquotas da indugdo para avaliacdo da expressdo. Os sobrenadantes
foram recuperados por centrifugacdo (1500 g 5 minutos.) e analisados em SDS-PAGE

12 %.

Além da andlise de expressdao por SDS-PAGE, foi realizado um teste de
atividade enzimatica por uma reacdo contendo sacarose (100 mM), tampao fosfato de
sodio (10 mM pH 7,0) e sobrenadante da inducdo. Apdés 10 minutos de reacdo a 30 °C, a
solucdo de DNS foi adicionada com posterior aquecimento por 10 minutos e
refrigeracdo por mais 5 minutos, para viabilizar a quantificacdo colorimétrica dos
acucares redutores. As leveduras transformadas que mostraram maior producdo das
proteinas recombinantes foram selecionadas para o processo de inducdo em maior

escala.

3.1.4. Expresséo e purificacdo de SI-g-fruct

O clone que apresentou maior atividade no screening inicial foi selecionado para
a expressdo em maior escala. Sendo assim, foi feito um pré-indculo de 10 mL de

BMGY com adicdo de uma massa celular a partir da cultura em meio solido por 24
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horas a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm. Posteriormente, o pré-inoculo foi adicionado em
500 mL de BMGY e mantido sob agitacdo de 250 rpm a 30 °C, durante 24 horas. Em
seguida, foi realizada uma centrifugacdo, 1500 g por 5 minutos, para a troca de meio de
cultivo. A fracdo do pellet foi ressuspendida em 100 mL do meio BMMY para a

inducdo da expressdo proteica.

Para a indugdo da proteina recombinante, o metanol foi adicionado para uma
concentragéo final de 0,75 %, a cada 24 horas, durante 7 dias. Ao fim do processo, a
fragéo celular foi separada do meio de cultivo por centrifugacéo a 1500 g por 5 minutos,

0 sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 um (Millipore) e purificado.

A purificacdo por cromatografia de afinidade foi conduzida em coluna de resina
de silica carregada com 5 mL de Niquel (His-Link, Promega), na qual as proteinas
ficam aderidas pela cauda de histidina por afinidade quimica. Para a coleta das
proteinas, lavou-se a coluna com solucdes tampdo de concentracdes crescentes de
imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM), o qual compete com as histidinas pelo Niquel,
liberando a proteina recombinante na forma purificada. Apos coleta, as amostras foram
analisadas em SDS PAGE 12 %, por onde se selecionou para dialise as fracGes que
apresentaram a proteina purificada. Foram utilizadas membranas de dialise (PIERCE
3,500 MWCO) em tampédo PBS pH 7,4 (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM)
em uma proporc¢ao solucdo proteica/ tampao de 1:1000 (V/V). O processo foi realizado

sob agitacdo leve a 4 °C durante 18 horas.

As proteinas dialisadas foram armazenadas em tubos falcon a 4 °C, depois de
filtradas em membrana 0,45 pum (Millipore) sob condi¢des assépticas. O contetido
protéico das fracdes dialisadas foi quantificado com uso do kit BCA (Thermo

Scientific), segundo instrugdes do fabricante. Esse método é baseado na combinagdo da



37

reducdo de Cu** a Cu®* realizada por proteinas em meio alcalino (método do Biureto)
com um método de deteccéo de Cu'* de forma colorimétrica, o Acido Bichinchoninico
(Smith et al, 1985). A coloracédo € resultante da quelacdo de duas moléculas de BCA
com um ion de cobre e permite a quantificacdo das proteinas por deteccdo em

espectrofotémetro (A = 562 nm).

Para se verificar se houve glicosilagdo da enzima recombinante, foram
realizados testes com N e O glicosidases. As enzimas utilizadas foram as N-glicosidases
Endo-H e PNGase-F e a O-glicosidase Endo-a-N-Acetylgalactosaminidase (ENAG),
todas produzidas pela New England Biolabs. As amostras de Sl-g-fruct foram fervidas
por 10 min. na presenca de tampé&o desnaturante (1x), adicionadas na solucdo de reacao
contendo tampao especifico de cada enzima (1x), 2,5 U de enzima e volume final de 20
uL. A enzima ENAG pode ser complementada por uma neuraminidase, que cliva acido
N-acetilneuraminico presente em casos de O-glicosilacdo. As reacfes foram incubada a
37 °C por 1 h e posteriormente foram aplicadas em um SDS-PAGE 12 % para

verificagdo dos resultados.

3.2.  Atividade enzimatica

3.2.1. Especificidade ao substrato

Como visto no capitulo 1, existem duas classes de enzimas capazes de catalisar a
hidrélise de sacarose, as a-glicosidases e as B-frutosidases. A melhor maneira para se
diferenciar essas enzimas ¢ medir a atividade delas diante de agucares, como rafinose,
maltose e melibiose. A rafinose € um trissacarideo composto por galactose, frutose e
glicose, ou seja, possui residuos B-frutosil e a-glicosil. Sendo assim, p-frutosidases e a-

glicosidases sdo capazes de catalisar sua hidrolise. A maltose € um dimero de glicose e
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ndo possui residuos PB-frutosil, apenas a-glucosil. A melibiose € um dissacarideo
composto por glicose e galactose e também possui apenas residuos a-glicosil, ou seja, as
B-frutosidases ndo sdo capazes de catalisar a hidrélise dessas moléculas, enquanto as a-
glicosidases tém essa capacidade. Sendo assim, pode-se caracterizar uma enzima como
B-frutosidase quando a mesma tem a capacidade de catalisar a hidrolise de sacarose e

rafinose, mas ndo possui atividade contra maltose e melibiose.

Considerando isso, foi realizado um teste de atividade com a enzima produzida e
purificada. Foram incubados um (1) pg de enzima purificada, 10 mM de tampéo fosfato
de s6dio e 100 mM de cada substrato (sacarose, raffinose, maltose e melibiose incluidos
separadamente) a 30 °C por 10 min, em um volume final de 50 pL. Passado o tempo de
reacdo, seguiu-se com a adicdo de 100 puL de DNS (dobro do volume de reacéo),
aquecimento durante 10 min. e refrigeracdo até temperatura ambiente. Como controle
negativo foram utilizadas solugbes com cada substrato, visto que a maltose e a
melibiose ja possuem extremidades redutoras e reagem com DNS. Foi realizada uma
diluicdo de 1:7 e posterior leitura em espectrofotdbmetro VICTOR™X5/2030 Multilabel

Reader - PerkinEImer com y = 540 nm.

3.2.2. Curva de progresso

O primeiro passo dado para a determinacdo da eficiéncia enzimatica foi a
construcdo de uma curva de progresso. As condicGes de reacdo foram primariamente
escolhidas a partir do que foi utilizado por Daimon e colaboradores (2008), no ensaio de
uma B-frutofuranosidase de Bombyx mori. Portanto, foram utilizados 1 pg de enzima,
100 mM de sacarose e 10 mM de tampdo fosfato de sodio, pH 7,0. A reacdo foi
incubada a 30 °C e 10 aliquotas foram retiradas em tempos de reacdo diferentes, até

completar 23 minutos de reacdo. Ao retirar cada aliquota, DNS foi adicionado para
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interromper a reacdo. Os procedimentos de leitura das reagdes seguem como descrito no

item 2.2.1.

3.2.3. Influéncia do pH

Com o objetivo determinar em qual pH a SI-g-fruct atua com maior eficiéncia, 1 pg
de enzima purificada e 100 mM de sacarose foram utilizados para a reagcdo adicionada
de tampdes Citrato de sdédio (pH 3,5 e 4,5), Fosfato de sédio (pH 5,5; 6,5 e 7,5) e Tris-
HCI (pH 8,0 e 9,0) na concentracdo de 10 mM. As amostras foram incubadas a 30 °C
por 10 minutos, seguindo-se da adicdo de DNS e aquecimento para quantificacdo dos
acucares redutores presentes em solucdo. Como controle negativo foram utilizadas
solugBes com cada pH, com substituicdo da enzima por agua. A leitura foi realizada

como descrito no item 2.2.1.

3.2.4. Influéncia da temperatura

Conhecendo o pH de maior atividade da enzima, uma curva foi plotada com
diferentes temperaturas de reagdo, mantendo-se as proporcoes de 1 pg de Sl-g-fruct
purificada, 10 mM de tampdo Citrato de sodio pH 5,0 e 100 mM de sacarose. As
temperaturas variaram de 11 a 70,5 °C e o experimento foi conduzido em termociclador
com funcdo gradiente de temperatura. A leitura foi realizada como descrito no item

2.2.1.

3.2.5. Estabilidade ao pH

A curva de estabilidade ao pH foi realizada com o objetivo de se determinar em
quais condi¢cdes hidrogenidnicas a enzima se mantém mais estavel. Para tanto, foram

produzidas solugdes contendo a enzima em 12 diferentes pHs, de 2,43 a 9,11. Cada
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solucdo foi incubada a 4 °C durante uma hora. Em seguida foi realizada uma reagéo
enzimatica com 1 pg de enzima, 100 mM de sacarose, 100 mM de tampdo citrato-
fosfato de sodio, pH 5,0. A reacdo prosseguiu por 10 min. incubada a 50 °C. DNS foi
adicionado e os procedimentos de leitura das reagdes seguiram como descrito no item

2.2.1.

3.2.6. Estabilidade a temperatura

A curva de estabilidade a temperatura pode revelar até qual temperatura de
armazenamento a enzima € capaz de suportar sem perder a capacidade catalitica. Para
isso, 15 diferentes temperaturas foram testadas, de 4 a 60,6 °C. As aliquotas foram
incubadas por uma hora nessas temperaturas e posteriormente foram ensaiadas a 50 °C
por 10 min. A reacdo foi realizada com 1 pg de enzima, 100 mM de sacarose e 100 mM
de tampdo citrato-fosfato de sodio, pH 5,0. Os procedimentos de leitura das reacdes

seguiram como descrito no item 2.2.1.

3.2.7. Termorresisténcia

A anélise de termorresisténcia foi realizada para definir em qual temperatura a
enzima pode ser armazenada quando estd em solucdo aquosa. Para tanto, aliquotas de
enzima foram preparadas e incubadas a 10, 20 e 30 °C. A atividade enzimatica foi
medida de tempos em tempos durante 336 h. A reacdo enzimatica foi realizada com 1
pug de enzima, 100 mM de sacarose e tampdo citrato-fosfato de sodio, pH 5,0. Os

procedimentos de leitura das reacdes seguiram como descrito no item 2.2.1.
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3.2.8. Influéncia de ions

Em muitos casos, ions afetam as enzimas, tanto melhorando quanto piorando a
atividade catalitica. Assim sendo, testes de atividade enzimatica foram realizados em
solugdes contendo diferentes sais: CaCl,, CoCl,, LiCl, MgCl,, NH4Cl,, ZnCl,, CuSQy,
MnCI; e SDS. As concentragfes de 1 e 50 mM foram testadas para cada ion. As rea¢Ges
foram realizadas com 1 pg de enzima, 100 mM de sacarose € 100 mM de tampéo
citrato-fosfato de sddio, pH 5,0 contendo o ion solubilizado na concentracdo adequada.

Os procedimentos de leitura das reaces seguem como descrito no item 2.2.1.

3.2.9. Parametros cinéticos

Para o estabelecimento dos pardmetros cinéticos da enzima estudada, realizou-se um
gradiente de concentragdes crescentes de sacarose, com variacdo de 10 a 400 mM. A
reacdo foi estabelecida segundo os resultados de temperatura e pHs de maior atividade
enzimética. Uma curva padrdo foi estabelecida utilizando o produto da reacdo, glicose,
para correlacionar a absorbancia gerada com a quantidade de produto em solucao.
Todas as reacbes foram realizadas em triplicata, sempre mantendo a substituicdo da
enzima por agua como um controle negativo. A leitura foi realizada como descrito no

item 2.2.1. Os dados foram analisados com auxilio do software GraphPad Prism 6.0.
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4. Resultados

4.1. Expressao heterologa

4.1.1. Expresséo e purificacdo de rSI-p-fruct

A amplificacdo do gene da SI-g-fruct, com primers especificos, esta indicada na
figura 9. Observa-se uma amplificacdo especifica, com o tamanho esperado de
aproximadamente 1500pb além de banda de massa molecular maior, provavelmente
resultante da amplificacdo do proprio amplicon que hibridiza nele mesmo na
extremidade e funciona como primer, a partir da extremidade, formando um fragmento
com o dobro do tamanho. A banda de aproximadamente 1500 pb foi purificada do gel

para que a reacdo de restricdo pudesse seguir sem problemas posteriores.

1500ph =

Figura 9: Gel de agarose 1 % da amplificacdo do cDNA da SI-g-fruct a partir do MBL_S._levis_libr_022F06.
M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb (Fermentas); 1: controle negativo; 2: amostra amplificada.

ApoOs a restricdo do fragmento purificado e também do plasmideo, estes foram

ligados e realizou-se uma transformac&o em ceélulas de E. coli, linhagem DHS5a. A
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confirmacgéo dos clones foi realizada por PCR das coldnias geradas. O resultado das

reacOes pode ser observado a seguir.

1500ph =

Figura 10: Gel de agarose 1 % mostrando a identificacdo de clones recombinantes em pPICZa-A. Eletroforese
em gel de agarose 1%, resultado da PCR de colénia. M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb
(Fermentas); 1: controle negativo; 2, 3, 4: amostra recombinante; 5: amostra ndo recombinante; 6: amostra
recombinante; 7: amostra sem inserto.

Os primers utilizados se hibridizam no vetor de expressdo pPICZa-A, nas
regides do promotor AOX 5° e AOX 3’. Sendo assim, as amostras recombinantes (2, 3,
4 e 6) apresentaram tamanho aproximado do amplicom igual a 1850 pb, enquanto a
amostra sem inserto (7) gerou um fragmento de aproximadamente 400 pb. Resultado
esperado, Vvisto que a distancia das regides de hibridizacdo dos primers somam 400 pb
dos pontos de clonagem escolhidos no sitio maltiplo de clonagem do pPICZa-A.
Considerando que amostras recombinantes foram encontradas, seguiu-se para a
confirmagdo da clonagem em correta fase aberta de leitura por sequenciamento das

extremidades de clonagem.

Ap0s o sequenciamento do clone recombinante e confirmacdo da correta ligagdo

do inserto em fase no plasmideo pPICza-A, prosseguimos para a linearizagéo do vetor e
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posterior transformacgdo no organismo Pichia pastoris. As col6nias foram visualizadas
apo6s 72 horas de crescimento em estufa a 30°C e entdo foram submetidas a PCR de

colénia (figura 11) com o objetivo de se encontrar colonias recombinantes.

500 bp—»

Figura 11: Gel de agarose mostrando a identificagdo de leveduras recombinantes. M: Marcador de peso
molecular GeneRuler 1kb (Fermentas); 1 a 6: Amplificagdo positiva que confirma a presenca do DNA de
interesse no organismo P. pastoris. 7: Amostra ndo amplificada; P. pastoris ndo recombinante. 8: controle
negativo de reagéo.

Os primers utilizados para essa reacdo foram AOX 5 e Sl-B-fruct-RT-R, com
amplicon esperado de aproximadamente 590 pb, como observado nas amostras
positivas. Objetivando a identificacdo de transformantes hiperprodutores da proteina
recombiannte, coldnias positivas que cresceram em meio contendo concentracao
elevada, 500 pg/mL do antibidtico zeocina, foram utilizadas para a sele¢cdo dos

transformantes multicopias.

Para os ensaios de expressao da rSI-p-fruct, aliquotas foram retiradas a cada 24h

de inducdo, as quais podem ser visualizadas na figura 12, relativa ao SDS-PAGE 12%.
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Figura 12: Ensaio de expressdo da rSl-p-fruct em P. pastoris. SDS-PAGE 12% mostrando em M: marcador de
peso molecular BenchMark (Invitrogen); 1: Amostra ndo induzida; 2: Amostra ap6s 24h de inducdo; 3:
Amostra apos 48h de inducdo; 4: Amostra ap6s 72h de indugdo; 5: Amostra apds 96h de indugéo; 6: Amostra
apo6s 120h de inducéo. A seta preta indica a proteina recombinante.

A analise de expressdo revela que sé é possivel observar a banda correspondente
a rSlI-p-fruct apds 120 h de inducgdo. A proteina aparece com massa molecular superior a

prevista, dando um indicativo de que esta glicosilada.

A purificagdo da rSI-p-fruct foi realizada por cromatografia de afinidade em
coluna contendo Niquel. A figura 13 mostra as fragdes de purificacdo, a partir de 75
mM de concentracdo de imidazol, ponto no qual a proteina comegou a ser eluida da
coluna em sua forma purificada. O rendimento da expressao foi de 26 mg de proteina

purificada por litro de inducdo.
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Figura 13: Andlise da purificacdo da rSI-B-fruct por cromatografia de afinidade ao niquel. SDS-PAGE 12%
mostrando em M: marcador de peso molecular BenchMark (Invitrogen); 1: primeira amostra eluida com 75
mM de imidazol; 2: segunda amostra eluida com 75 mM de imidazol; 3: primeira amostra eluida com 100 mM
de imidazol; 4: segunda amostra eluida com 100 mM de imidazol; 5: primeira amostra eluida com 250 mM de
imidazol; 6: segunda amostra eluida com 250 mM de imidazol; 7: terceira amostra eluida com 250 mM de
imidazol. A “seta a” indica a proteina possivelmente glicosilada e a “seta b” indica a proteina néo glicosilada.

A proteina purificada aparece com massa molecular de aproximadamente 65
kDa, 10 kDa a mais que a massa prevista. Esse resultado indica que a proteina foi
glicosilada pela levedura, evento esperado em virtude da presenca de sitios de N-
glicosilagdo na sequéncia de aminoacidos da rSI-B-fruct. Nas duas ultimas fragdes da
purificacdo sdo visualizadas duas bandas de proteina, uma delas com massa aproximada
de 65 kDa e outra préxima a 54,8 kDa. Sugere-se entdo que a levedura produz a rSI-p-

fruct tanto na sua forma glicosilada quanto na forma ndo glicosilada.

Considerando essa diferenca, um teste de glicosilacdo foi realizado para
determinar se a banda de 65 kDa representa a proteina de 54,8 kDa glicosilada. De fato,
havia glicosilagdo do tipo N e a N-glicosidase que funcionou melhor foi a Endo-H (New

England Biolabs). Os resultados to tratamento podem ser observados na figura 14.
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Figura 14: SDS-PAGE mostrando o teste de glicosilacdo da enzima produzida em P. pastoris: M: marcador de
peso molecular Bench Mark (Invitrogen); 1: rSI-p-fruct sem tratamento; 2: rSl-p-fruct tratada com N-
glicosidase Endo-H (New England Biolabs). A seta preta mostra a rSl-g-fruct deglicosilada, com 54.8 kDa. A
Endo-H aparece no SDS-PAGE com 29 kDa; 3: rSI-p-fruct tratada com N-glicosidase PNGase-F (New
England Biolabs). A seta preta mostra a deglicosilacdo parcial da rSI-p-fruct. A PNGase-F aparece no SDS-
PAGE com 36 kDa; 4: rSl-g-fruct tratada com O-glicosidase Endo-a-N-Acetilgalactosaminidase, ENAG, (New
England Biolabs). A cabeca de seta mostra que ndo houve deglicosilacdo da rSI-g-fruct. A ENAG aparece no
SDS-PAGE com aproximadamente 150 kDa.

4.2.  Atividade enzimética

4.2.1. Especificidade ao substrato

O ensaio enzimatico com a utilizacdo de diferentes substratos demonstrou que a

rSlI-B-fruct é capaz de hidrolisar sacarose e rafinose, mas nao é capaz de clivar maltose e
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melibiose. Esse resultado estd em perfeito acordo com as caracteristicas de uma f-

frutofuranosidase (Terra e Ferreira., 2011).
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Figura 15: Teste de especificidade ao substrato. Eixo Y: Mensuracéo da atividade enzimética em porcentagem;
Eixo X: diferentes substratos testados. Atividade positiva diante de sacarose e rafinose. Atividade negativa
diante de melibiose e maltose

4.2.2. Curva de progresso

A curva de progresso demonstra a mudanga de ordem da reacdo a partir dos
1040 segundos de reacdo (figura 16). Assim sendo, ao escolher um tempo anterior a
mudanga de ordem da reacdo, foi determinado que o tempo de reacdo nas condicOes

apresentadas fosse 600 segundos.
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Figura 16: Curva de progresso. Atividade enzimatica conta sacarose representada em unidades arbitrarias de
absorbancia (UAA).

4.2.3. Influéncia do pH
Nos testes de atividade da rSI-B-fruct variando o pH de 2,5 até 9,0 (figura 17),

foi identificado que no pH 5,0 a enzima tem atividade maxima. Portanto, a rSI-p-fruct

possui carater acido.
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Figura 17: Curva de atividade enzimatica em sacarose da rSI-B-fruct em funcdo da variagdo de pH. Eixo Y:
Mensuracao da atividade enzimatica em porcentagem; Eixo X: Quantidade crescente de pH. Variagdo de 2,5 a
9,0. A maior atividade da rSI-g-fruct foi detectada no pH 5,0.

4.2.4. Influéncia da temperatura

Nos ensaios realizados variando a temperatura de reacdo, foi detectado que em
50 °C a enzima apresenta maior atividade (figura 18). No entanto, nessa temperatura
elevada, a meia vida da enzima pode ser reduzida, provavelmente em fungdo da

desnaturacao térmica.
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Figura 18: Curva de infléncia da temperatura. Eixo Y: Mensuracéo da atividade enzimdtica em porcentagem;
Eixo X: Valores crescentes de temperatura. Variacdo de 10 a 70 °C. A maior atividade foi encontrada na
temperatura 50 °C.

4.2.5. Estabilidade ao pH

A curva mostrou que a maior estabilidade enzimatica nas condicGes testadas €
conseguida com pH proximo de 6,0 (figura 19). A diferenca em relacdo a curva de
influéncia do pH demonstra que a condi¢do hidrogeniénica de maior atividade pode ser

capaz de diminuir a meia vida da enzima, assim como é observado para o caso da

temperatura.
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Figura 19: Curva de estabilidade da rSI-p-fruct em funcdo da variagdo de pH. Eixo Y: Mensuracdo da
atividade enzimética em porcentagem; Eixo X: Quantidade crescente de pH. Variagdo de 2,5 a 9,0. A maior
estabilidade da rSI-g-fruct foi detectada em aproximadamente pH 6,0.

4.2.6. Estabilidade a temperatura

A curva de estabilidade a temperatura mostrou claramente que a temperatura de
maior atividade € consideravelmente maior que a temperatura de maior estabilidade
enzimatica, dentro das condicOes testadas (figura 20). Esse resultado corrobora o
pensamento de que uma enzima trabalhando em temperatura de maxima atividade tem

sua vida util reduzida devido & alta energia cinética que lhe é imposta.



53

120 +

100 | o

= &
= &
mﬂ—i

80 -

60 -

Atividade residual (%)

20 A

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 20: Estabilidade da rSI-p-fruct em funcdo da variagdo de temperatura. Curva mostrando no eixo Y:
Mensuracdo da atividade enzimatica em porcentagem; Eixo X: temperatura crescente. Variacdo de 4 a 60,6
°C. A maior estabilidade da rSI-g-fruct foi detectada em até quase 40 °C .

4.2.7. Termorresisténcia

A analise de termorresisténcia mostra que as temperaturas de 10 e 20 °C podem
ser usadas para armazenar a enzima nas condi¢cdes ensaiadas (figura 21). Entretanto,
qguando a temperatura passa para 30 °C é possivel observar que a enzima suporta poucas

horas, 0 que inviabiliza seu estoque nessas condicdes.
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Figura 21: Curva de resisténcia térmica: Qquando a enzima é estocada a 30 °C se desnatura em poucas horas.
As temperaturas possiveis de armazenamento, dentro das condicdes ensaiadas, sdo 10 e 20 °C, pois a atividade
residual permanece constante ao longo do tempo.

4.2.8. Influéncia de ions

A determinacdo da influéncia de ions revelou resultados diferentes para cada
concentracdo ensaiada. Com 50 mM houve queda de atividade em todos os ions
testados (figura 22). J& com 1 mM, NH4Cl, e ZnCl, mostraram discreta melhora na
atividade, enquanto MgCl, e SDS inibiram totalmente a enzima (figura 23). Esses
resultados mostram que a variacdo na concentracdo de alguns ions resulta na mudanca

de comportamento da enzima.
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Figura 22: Influéncia de ions (1 mM) na atividade de rSI-g-fruct. SDS e MgCl, provocam inibi¢édo na atividade
enzimatica.
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Figura 23: Influéncia de ions (50 mM) na atividade de rSI-g-fruct. Todos os ions testados provocam inibigédo na
atividade enzimatica.
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4.2.9. Parametros cinéticos

Como j& mencionado, o software utilizado para a estimativa dos parametros
enzimaticos da enzima foi o GraphPad Prism 6.0. O programa foi alimentado com os
dados de velocidade de reacdo e concentracdo de substrato. O modelo foi ajustado a
uma dispersdo ndo linear, assim como é o modelo proposto por Michaelis-Menten. O

gréfico resultante pode ser observado na figura 24.
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Figura 24: Curva de Michaelis-Menten para a cinética da rSI-g-fruct. Eixo Y: Mensuracdo da atividade
enzimatica em Velocidade de reagdo (UM/s); Eixo X: Concentragles crescentes de sacarose. Variacdo até 400
mM.

Os valores de Vmax, Km € Kct foram calculados pelo programa e estdo

apresentados na tabela 1, juntamente com os dados estatisticos da curva.

Tabela 1: Parametros cinéticos da rSI-p-fruct, calculados a partir da curva de Michaelis-Menten. Software
utilizado GraphPad Prism 6.0.

Constante Valor Erro padrao

K. 20,02 mM 2,29 mM
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-1
V o 105,7 uM.s ]
k -1 -1
cat 520,9 S 14,91 S
4 -1 -1
k. /K 2,60x10 M .s .

Esses resultados ndo podem ser diretamente levados a fisiologia do inseto, visto
que essa é uma enzima recombinante, com cauda de histidina e produzida em células de
leveduras. Além da cauda de histidina, o fato da enzima ser glicosilada pode interferir
na atividade enzimatica, pois ainda ndo se sabe o grau de glicosilagdo da enzima nativa.
Sendo assim, tem-se um panorama geral de uma enzima recombinante e ndo o reflexo

exato de como a invertase nativa do inseto atua em seus processos fisioldgicos.

5. Discussao

O sistema de expressdo em P. pastoris se mostrou eficiente para nosso proposido,
visto que realizamos a expressao heterloga para melhor estudar a enzima de S. levis
para entdo extrair informacdes de seu papel no metabolismo do inseto e seu potencial de
aplicacdo como uma enzima biotecnoldgica. O rendimento de 26 mg/L foi suficiente
para a realizagdo dos experimentos, apesar de ser baixo quando comparado aos
possiveis 830 mg/L de uma PME (EC 3.1.1.11) de S. levis, produzida por nosso grupo
de pesquisa (Evangelista, 2012). A caracterizacdo da sequéncia levou a predicdo de
sitios de glicosilagdo. Essa predicdo se confirmou com a producdo de uma proteina
recombinante glicosilada, com aproximadamente 10 kDa a mais que sua massa

molecular esperada.

O ensaio enzimatico com diferentes substratos demonstrou a especificidade da rSl-

B-fruct com sacarose e rafinose. 1sso estd em perfeito acordo com as caracteristicas de
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uma B-frutofuranosidase (Terra e Ferreira, 2011). A atividade B-frutofuranosidica foi
descrita erroneamente em algumas espécies de coledpteros, pois a enzima foi testada
apenas contra sacarose (Hirashima et al., 1989; Bauchop e Clarke, 1975), que também
pode ser hidrolisada por a-glicosidases. No estudo de Hirashima e colaboradores (1989)
foi sugerida atividade de invertase em Tribolium castaneum. Entretanto, o genoma
desse inseto (Richards et al., 2008) ndo possui um gene de B-frutofuranosidase, levando-
nos a associar esta atividade a uma a-glicosidase ou a uma contaminagdo por enzimas

da microbiota.

A presenga de peptideo sinal na sequéncia génica da SlI-B-fruct associada ao perfil
de expressdo encontrado sugerem secrecdo da proteina no Iimen do intestino médio do
S. levis. O teste de influéncia do pH na atividade da rSI-B-fruct resultou na atividade
maxima em pH 5,0. Essa natureza &cida é recorrente em invertases ja caracterizadas,
tanto de procariotos quanto de eucariotos (Dipasquale et al., 2009; Géscon et al., 1968;
Kim et al., 2011). O pH interno do intestino médio de S. levis varia de 5,5 (regido
anterior) a 7,6 (regido posterior) (Soares-Costa et al., 2011). Portanto, a caracteristica
acida da rSI-B-fruct suporta a hipotese de que essa enzima possui agdo digestiva em S.

levis.

O teste de influéncia de ions deixa muito claro que 50 mM é uma concentracdo
muito alta para qualquer um dos ions testados, ou seja, deve existir uma concentracao
limite para cada molécula comecar a apresentar inibigdo sobre a rSI-p-fruct. Existem
dois reagentes que, ja na concentracdo de 1 mM, apresentaram interferéncia negativa na
atividade enzimatica: SDS e MgCl,, O SDS também inibe a invertase de
Bifidobacterium adolescentis (Omori et al.,, 2010). O MgCl, inibe invertase de

Bifidobacterium breve (Ryan et al., 2005), assim como em S. levis, mas ndo gera efeito
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algum sobre a invertase de B. adolescentis (Omori et al., 2010). Analisando o0s
resultados de testes em trés diferentes espécies, observa-se que a resposta aos ions é
bastante particular para cada enzima, portanto ndo foi possivel estabelecer um padréo

para B-frutofuranosidases em geral.

A temperatura de méxima atividade atingida pela rSI-p-fruct esta préxima das
invertases bacterianas e fungicas, mas muito abaixo das encontradas em organismos
termdéfilos, como Thermotoga neapolitana, com temperatura 6tima em 85 °C e
Thermotoga maritima, com atividade maxima a 95 °C (Dipasquale et al, 2009; Liebl et
al, 1998). Esse parametro ndo garante que a enzima consiga trabalhar na temperatura de
maior atividade por muito tempo. O que acontece quando se aumenta a energia cinética
para a reacdo ocorrer € a desnaturacao precoce da enzima. Portanto, mais importante do
que ter uma enzima com alta temperatura 6tima é té-la em atividade nessas condicdes

por periodos longos de tempo.

A termoestabilidade encontrada para rSI-p-fruct € compativel com o encontrado em
Microbacterium saccharophilum, o qual também possui B-frutofuranosidase que ndo
suporta temperaturas maiores que 40 °C. No caso de M. saccharophilum, foi realizado
um estudo com mutacdes sitio-especificas para aumentar a termorresisténcia da mesma,
que passou a resistir a temperaturas de até 60 °C (Ohta et al., 2014). As invertases de
Mucor geophillus e de Xanthophyllomyces dendrorhous sdo capazes de suportar até 55
°C e 60 °C em atividade maxima respectivamente, portanto, sdo consideradas
naturalmente termoestaveis dentro dos padrdes encontrados para invertases (Qureshi et

al., 2012; Linde et al., 2008).

A partir da comparagdo entre 0s parametros cinéticos estimados para rSI-g-fruct e

outras invertases ja caracterizadas, indicadas na tabela suplementar 1, observa-se que a
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constante de afinidade ao substrato (K,) é muito proxima do encontrado em
Sacharomyces cerevisiae, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis. O valor da
Vmax de reacdo € superior ao encontrado em S. cerevisiae, por exemplo. Esse valor
reflete que a enzima possui alta capacidade de catélise. A eficiéncia catalitica da rSI-p-
fruct, mensurada pela razdo k../Km, mostrou-se na mesma ordem de grandeza dos
valores demonstrados na tabela 2. Isso mostra que a enzima possui caracteristica

semelhante as enzimas de outros organismos.

Considerando a possibilidade de aplicacdo dessa enzima na industria de produgéo
de acUcar invertido, o panorama encontrado pela rSI-p-fruct é complexo. Apesar dos
parametros cinéticos promissores, observa-se que tanto a temperatura 6tima quanto a
termorresisténcia da enzima encontram-se abaixo das condigdes de producédo, que s&o
24 h a 60 °C (Marquez, 2007). Existem muitos estudos para imobilizagdo das enzimas
no processo produtivo de agucar invertido (Arica et al., 2006; Bahar e Tuncel, 2001;
Tumtirk e Tufan, 2002). Esse mecanismo permite maior recuperacdo da enzima e tem
como efeito adicional melhorar a termorresisténcia e estabilidade da enzima. Sendo
assim, tanto a imobiliza¢do quanto a producdo de mutagdes sitio dirigidas da rSI-p-fruct
podem ser técnicas promissoras para uma futura melhora em suas caracteristicas

térmicas.

Consideracoes finais

O presente estudo expande o conceito da ocorréncia de B-frutofuranosidases em
coleopteros. Apesar dos poucos relatos desse gene no reino animal, é possivel afirmar
que a B-frutofuranosidase é importante e vem sendo mantida entre algumas espécies de

lepiddpteros e coledpteros.
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A SI-B-fruct se mostra importante na digestdo de sacarose em S. levis e verifica-se
que a mesma ndo é a Unica B-frutofuranosidase presente no processo. Esse fato abre
portas para a busca por informacdes sobre uma segunda enzima, que pode ser produzida

pelo proprio S. levis ou por integrantes de sua microbiota.

Tratando-se das potencialidades que a rSI-B-fruct apresenta para uma aplicacéo
industrial, observa-se uma boa cinética de reacdo. Entretanto, seria adequado investir na
melhoria de suas caracteristicas térmicas, empregando estudos de mutac&o sitio dirigida
ou imobilizacdo enziméatica. Ambas as abordagens se mostram promissoras, tendo-se

como referéncia outros trabalhos encontrados na literatura.
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Tabela suplementar 1: Tabela comparativa de diferentes parametros cinéticos e pHs de atuacdo para
invertases de procariotos, eucariotos e eucariotos superiores.

K

m
Nome (mM)
Thermotoga neapolitana 14,0
Thermotoga maritima 64,0
Bifidobacterium breve 25,0
Bifidobacterium infantis 24,0

Xanthophyllomyces dendrorhous 4,0

Schwanniomyces occidentalis 4,9
Sacharomices cerevisiae 26,0
Pisum sativum 4,41
Diatraea saccharalis 3,34
Sphenophorus levis 20,02

1 -1
K_JK (M"s")

4,1x10*

8,5x10"

1,6x10*

2,6x10"

pH Referéncia
6 DIPASQUALE et. al, 2009
5,5 LIEBL et. al, 1998
6 RYAN et. al, 2005
6 WARCHOL, et. al, 2002
50a6,5 LINDE et. al, 2008

5.5 ALVARO-BENITO et. al, 2007

3a7,6 GASCON et. al, 1968
4 KIM et. al, 2011
7a8 CARNEIRO et. al, 2004
5,0 PEDEZZI et al., 2014

Tabela suplementar 2: Correlagdo entre os organismos utilizados na anélise filogenética e seus cddigos

Nome

Grupo

Numero de acesso

(NCBI)
Cedecea_davisae Gram - WP016537676.1
Klebsiella_oxytoca Gram - 376382642
Shigella_flexneri Gram - YP689836.1
Shigella_sonnei Gram - WP005150256.1
Thermotoga _maritima Gram - 033833
Yersinia_rohdei Gram - WP004713180.1
Citrobacter_freundii Gram - ZP09335719
Enterobacter cloacae Gram - YP004950363
Rahnella_aquatilis Gram - AEX54718
Escherichia_coli Gram - ZP08356306
Yersinia rohdei Gram - WP_004713180.1
Raoultella_ornithinolytica Gram - YP007876886.1
Anoxybacillus_flavithermus Gram + YP002315570
Bacillus_licheniformis Gram + BAL45530
Bacillus_megaterium Gram + AEN90524
Clostridium_arbusti Gram + WP_010237937.1
Paenibacillus_polymyxa Gram + YP003946857
Bacillus sonorensis Gram + WP_006639648.1




Anoxybacillus_kamchatkensis Gram + WP019417832.1
Paenibacillus_sp. Gram + WP017811233.1
Penicillium_chrysogenum_wisconsin Fungos XP504435
Pichia_jadinii Fungos BAJO7830
Saccharomyces_cereviseae Fungos CAA73208
Saccharomyces_cereviseae Fungos NP588300
Saccharomyces_cerevisiae Fungos XP002568486
Saccharomyces_paradoxus Fungos P10594
Schizosaccharomyces_pombe Fungos P10596
Yarrowia_lipolytica Fungos CAG80036.1
Ceratitis_capitata Diptera XP004528766.1

Bombus_impatiens

Himendptera

XP003494683.1

Bombyx_mori Lepiddptera BAG30883
Bombyx_mori Lepiddptera BAG30882
Danaus_plexippus Lepiddptera EHJ72267
Danaus_plexippus Lepiddptera EHJ63730
Helicoverpa_armigera Lepiddptera ABU98615
Manduca_sexta Lepiddptera ACX49762
Manduca_sexta Lepiddptera ACX49763
Dendroctonus_ponderosae Coledptera AEE61467.1
Dendroctonus_ponderosae Coledptera ENN82946.1
Dendroctonus_ponderosae Coledptera ENN82076.1
Sitophilus_orizae Coledptera SRX017240
Dendrocalamopsis_oldhamii Plantas AAC16654
Hordeum_vulgare Plantas ACY78467
Oryza_sativa Plantas ACG30542
Oryza_sativa__Japonica Plantas ABB77251
Saccharum_officinarum Plantas XP004528766.1
Saccharum_robustum Plantas NP001045626
Sorghum_bicolor Plantas AF276704
Triticum_monococcum Plantas BAJ93214
Zea_mays Plantas AAS88729
Bambusa_oldhamii Plantas ABB77251
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f-fructofuranosidases or invertases (EC 3.2.1.26) catalyze the hydrolysis of sucmse into fruoctose and
glucose. f-frudtofuranosidases have been widely described in microorganisms, but were not known in
the animal kingdom until very recently. There are studies reporting lepidopteran f-fructofumnosidases,
but no fi-frictofuranosidase gene sequence or encoding transcript has previously been identified in
beetles. Considering the scardty of functional studies on insect f-fructofuranosidases and their apparent
non-oocumence among coleopterans, the aim of the present study was to investigate the occurmence and
characterize a f-fructofuranosidase transcript identified in a cDMNA library from the sugarcane weevil,
Sphenophorus Tevis (Curculionidae). To walidate that the f-fructofuranosidase sequence (herein
denominated S-f-fruct) is indeed encoded by the 5. levis genome, PORs were performed using genomic
DMA extracted from the larval fat body as well as DNA from the midgut with microhial content.
Amplification of 8-g-frucr gene using larval fat body DNA indicated its presence in the insect’s genomic
DMA. The S-g-fruct gene was doned in Pichia pastoris to produce the recombinant enzyme (rSl-g-fruct).
Molecular weight of the recombinant protein was about 64 kDa, indicating possible glycosylation, since
the theoretical weight was 54.8 kDa. The substrate spedfidty test revealed that rSkg-fruct hydrolyzes
sucrose and raffinose, but not melibiose or maltose, thereby confirming invertase activity. The pH curve
revealed greatest adivity at pH 5.0, demonsirating r8-g-fruct to be an acidic p-frucofumnosidase.
Cuantitative PCR (qRT-P(R) analyses indicated that the produdion of mREMA only occurs in the midgut
and reaches the greatest expression level in 30-day-old larvae, which is the expected pattern for
digestive enzymes. Chromatography of glyoosidases from 5 levis midguts showed two enzymes acting as
f-fructofuranosidase, indicating the presence of a SI-8-frucrt isoform or a f-fructofuranosidase from insect
intestinal microhiota. Moreover, it was found that a-glucosidases do not act on sucrose hydrolysis,
Phylogenetic analyses indicated this enzyme to be similar to enzymes found in other coleopteran and
lepidopteran f-fructofuranasidases, but also cosely similar to bacterial enzymes, suggesting potential
horizontal gene transfer. Despite this, the enzyme seems to be mestricted to different groups of bacteria,
which suggests distinct origin events. The present study expands the concept of the ooccurrence of fi-
fructofuranosidase in insects. Despite the few descriptions of this gene in the animal kingdom, it is
possible to state that fi-fmctofuranosidase is cocial to the establishment of some insects throughout
their evolutionary history, espedally members of the Lepidoptera and Coleoptera dades.
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