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RESUMO

As xilanases sdo um importante grupo de enzimas responsaveis pela hidrélise da cadeia
glicosidica de xilana formando xilose e xilobiose. Destaca-se, principalmente, a endo-
1,4-B-xilanase uma hemicelulase capaz de clivar a ligagao glicosidica do tipo $-1,4 que
existe nas cadeias de hemicelulose presentes no material lignocelulésico - bagaco e
palha - advindo da producéo de etanol de primeira geracdo. Sua atividade na estrutura
da hemicelulose relaciona-se a sua aplicacdo na producéo de biocombustiveis, pois se
produzida e isolada, pode ser utilizada na hidrdlise da biomassa na producéo industrial
de etanol de segunda geracao (2G). Tal enzima pode ser encontrada em uma variedade
de géneros de bactérias e leveduras, além de em insetos, protozoarios e algas marinhas.
Sua aplicacéo é variada e pode ser observada em outros enfoques, tais como nas
industrias de papel, industrias de alimentos, racfes e bebidas. Os cupins séo insetos
eusociais, com alta capacidade de degradacao da biomassa, realizando essa tarefa em
horas, ao contrario de fungos que podem levar semanas. Assim, esses insetos tornam-
se potenciais alvos na bioprospeccao enzimatica. Estudos realizados por nosso grupo
analisando o transcriptoma de espécies de cupins brasileiros tém identificado diversos
alvos potenciais como genes essenciais para aplicagdo no combate a este inseto quanto
de enzimas a serem produzidas heterologamente como a que é o escopo deste trabalho.
A espécie escolhida para este estudo foi Heterotermes tenuis, por ser espécie-praga da
cana-de-acgUcar, que é a matéria-prima da producdo de etanol de primeira e segunda
geracao, além disso, tal espécie apresenta habitos noturnos, o que indica a producao de
enzimas com caracteristicas divergentes das ja conhecidas. Em uma analise prévia,
detectou-se sequéncias identificadas como possivel endo-1,4-B-xilanase. Nesse
contexto, o principal objetivo deste trabalho foi amplificar a regido codificadora, clonar e
expressar tal enzima em sistema heterélogo, a fim de avaliar sua atividade para uma
possivel aplicacdo na producéo de etanol de segunda geracéao.

Palavras-chave: Cupim, xilanase, Pichia pastoris, expressdo heteréloga, etanol,
biocombustiveis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producéo de Etanol de Segunda Geracao

A crescente preocupagdo mundial em minimizar a dependéncia de combustiveis
fosseis, em reduzir a poluicdo do planeta, bem como a ocorréncia da pandemia, que
muito influenciou na locomocédo populacional e numa maior preocupacao com 0 meio
ambiente, tém incentivado a busca por solu¢cdes mais sustentaveis para as situacdes
cotidianas. Ademais, o advento de novas tecnologias incentivou uma mudanca de
habitos, a qual influenciou em um aumento dos cuidados com o meio ambiente, com a
sustentabilidade e com a reducdo da emisséo de carbono. Neste sentido, a producéo de
etanol de segunda geracéo (2G) aparece como uma fonte renovavel e visa diminuir os
problemas energéticos e ambientais por auxiliar com a reducdo da emissdo dos
compostos aroméaticos, bem como suprir 0 aumento da demanda por combustiveis
(AGUIAR, LUCENA, 2011; PACHECO, 2011; HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

O Brasil apresenta demasiadas vantagens no tocante a producao de etanol tanto
de primeira quanto de segunda geracado, devido a sua biodiversidade, diversidade de
matéria-prima, ampla agricultura, tecnologias de producéo e ao potencial econémico e
mercado de biocombustiveis sem a necessidade de desmatamento ou competicdo com
a producao de alimentos (HOWARD et al., 2003; PACHECO, 2011). A cana-de-acucar,
cuja cultura é considerada limpa e renovavel, aparece neste cenario como principal
matéria-prima empregada no processo produtivo do etanol, o qual vem crescendo e tem
perspectivas para crescer ainda mais ao longo dos anos, devido ao desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis (PACHECO, 2011). Os compromissos assumidos no Protocolo
de Kyoto e no Acordo de Paris, dos quais o Brasil é signatario, embasam todas essas
convicgdes por meio de um objetivo comum de diversos paises na redu¢cédo da emissao
de gases estufa e na redugdo do aquecimento global. Outro ponto importante € o
RenovaBio, um programa do Governo Federal instituido em 2017, que tem como
principal objetivo a expansdo da producdo de biocombustiveis no Brasil, além de
controlar a poluicio emitida pelos meios de transporte (AGENCIA NACIONAL DE
PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2017). Além disso, destaca-se a
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criacdo da Biofuturo, uma plataforma internacional que visa ao incentivo de uma maior

producéo e consumo dos biocombustiveis (PIERRO, 2020).

Assim, o etanol de segunda geragédo surge em uma conjuntura do aumento da
demanda pelo etanol, do surgimento de novas politicas aplicadas na area e da
necessidade da busca por novos métodos produtivos empregando os subprodutos
gerados na producdo de etanol convencional sem a competicdo com a producdo de
alimentos, principalmente, em locais que ndo apresentam um solo apropriado para o
cultivo da cana-de-acucar (PACHECO, 2011). Destaca-se que essa geracdo emprega
0s subprodutos de origem vegetal que contém lignocelulose, tais como o bagaco e a
palha da cana-de-acucar, para a producdo do etanol e estes materiais sdo baratos,
abundantes e renovaveis, o que fornece grande vantagem em sua utilizacdo (HAGHIGHI
MOOD et al., 2013). Além disso, o a producdo de etanol contribui para a reducéo da
emissao de gases do efeito estufa, principalmente, o CO2, & medida que este, que é
liberado pelos automoveis, é consumido a partir da fotossintese realizada pela cana-de-
acucar presente nas plantacdes ou retido na matéria organica do solo (RESENDE et al.,
2001). Segundo dados fornecidos pela RenovaCalc, uma ferramenta que realiza célculos
a fim de comprovar o desempenho ambiental da producédo de biocombustiveis, em 2018,
dados indicaram que a emissdo de CO:2 advindos da producdo de etanol de segunda
geracdo foram inferiores aos de primeira, abaixo de 10 g de CO2 por megajoule de
energia produzida e 21 g de CO2 por megajoule, respectivamente (CEISE, 2018), o que

indica também seus beneficios com relagcéo ao etanol de primeira geragéo.

Dessa maneira, a producéo de etanol de segunda geracdo vem sendo feita com
o emprego de diversas tecnologias, as quais estdo em constante desenvolvimento, a fim
de auxiliar nos problemas relacionados ao aumento da demanda de etanol, ao combate
pelo uso das terras cultivaveis e ao aproveitamento dos subprodutos gerados na
producdo do etanol de primeira geracdo a partir da sacarose (PACHECO, 2011,
HAGHIGHI MOOD et al., 2013). A tecnologia que vem sendo desenvolvida pode ser
integrada as estruturas ja existentes nas unidades produtoras, diminuindo, desse modo,
0s custos de instalacdo e operagao (PACHECO, 2011). Ademais, destaca-se que a
implantagédo da colheita mecanizada, a proibicdo da queima da palha da cana e a

utilizacdo de caldeiras de alto desempenho possibilitam inGmeras vantagens, além das
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econdmicas, para que haja um excedente de bagaco e palha os quais podem ser
empregados na producdo de etanol 2G (PACHECO, 2011). Estima-se que o
aproveitamento desses subprodutos eleve a producao de etanol em 30 a 40% para uma
area plantada similar (PACHECO, 2011).

O material lignocelulésico, disponivel em grandes quantidades, € composto
majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina. Esse € uma abundante fonte de
carboidrato e, dentre as mais empregadas e estudadas, esta o bagaco da cana-de-
acucar o qual é constituido basicamente por celulose (41,7 a 45,3%), hemicelulose (31,6
a 34%) e lignina (12,6 a 16,5%) (AGUIAR, LUCENA, 2011). A celulose (Figura 1) é um
polimero linear — formado por unidades conservativas de celobiose - ndo ramificado
constituido por unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4,
destaca-se que suas longas cadeias de glicose unidas originam microfibrilas que tornam
a celulose resistente por conta das estruturas cristalinas e amorfas (néao cristalinas) que

as constituem.
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Figura 1 - Representacdo da celulose.
Fonte: RABONATO, 2013.

Diferentemente, a hemicelulose (Figura 2) € um heteropolissacarideo formado por
uma mistura complexa de acucares ramificados, sendo sua principal constituinte a xilose,
a qual é substituida por diferentes cadeias laterais, especialmente de unidades a-L-
arabinosil e a-D-glucuronosil (ALOKIKA, SINGH, 2019; HAGHIGHI MOQD et al., 2013;
HOWARD et al., 2003; PEREZ et al., 2002; RABONATO, 2013).



Figura 2 - Representacéo da hemicelulose.
Fonte: RABONATO, 2013
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Por fim, a lignina — principal componente ndo-carboidrato da biomassa celulosica

(Figura 3) € um polimero aromatico sintetizado a partir de precursores fenilpropanoides

0s quais sdo muito condensados e altamente resistentes a degradacdo (HAGHIGHI

MOOQOD et al., 2013, RABONATO, 2013).
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Figura 3 - Representacao da lignina.
Fonte: RABONATO, 2013.

Para a quebra desse material lignocelulésico é necessaria uma etapa de pré-

tratamento que consiste na desestruturacdo deste complexo permitindo o acesso das

enzimas que atuardo nos processos de quebra das fibras gerando acucares
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fermentesciveis (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). Neste contexto, as etapas de pré-
tratamento podem se dar de variadas formas: fisica, quimica, fisico-quimica e biolégica;
sendo a biolégica a melhor estratégia devido ao uso de menor energia no sistema e da
reduzida poluicdo gerada (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). Ja as etapas de hidrolise
podem ocorrer por rotas quimicas ou enzimaticas, sendo que as enzimaticas sao mais
benéficas por conta de sua especificidade e menor geracdo de inibidores, os quais

podem atrapalhar a fermentacao.

O maior problema apresentado, € a dificuldade de acesso a celulose por conta da
presenca da estrutura rigida da lignina, a qual leva dificuldades ao processo de
converséo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). Por conta disso, as etapas de pré-tratamento
e hidrélise sdo essenciais e mais custosas no processo de bioconversdo da
lignocelulose, uma vez que envolvem diversos processos 0s quais possibilitam a
desestruturacdo da lignina e empregam diferentes enzimas como as celulases -
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases -, lacases e xilanases, por exemplo
(HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

A maior fracdo dos produtos originados com a quebra da hemicelulose, segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, sdo as pentoses e a conversao dessas
pentoses a etanol também é um problema que deve ser solucionado (CHANDEL et al.,
2011). Neste contexto, o grupo das xilanases contém uma das principais hemicelulases
responsaveis pela hidrolise da ligacdo glicosidica do tipo B-1,4 capaz de produzir
xilooligbmeros curtos que sdo posteriormente hidrolisados em unidades de xilose simples
por B-xilosidases (HOWARD et al., 2003).

As xilanases atualmente empregadas no mercado atuam em temperaturas 6timas
com cerca de 50-55°C, que sao temperaturas altas, as quais promovem elevados gastos
energéticos no resfrio da dorna para a fermentacéo subsequente (CAYETANO-CRUZ et
al., 2016; MANRICH, 2012). Assim, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de
xilanases de baixo custo e alta eficacia para a producéo de etanol e para a busca de
melhores tecnologias de bioconversdo de biomassa vegetal em produto util para o
fornecimento de energia (CHANDEL et al., 2011; HOWARD et al., 2003; MAALEJ-
ACHOURI et al., 2012).
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1.2 Xilanase

Xilanase é um importante grupo de enzimas, o qual é responsavel pela hidrélise
da cadeia glicosidica de xilana gerando xilose e xilobiose - xilooligosacarideos
(ALOKIKA, SINGH, 2019). Sao necessarios diferentes tipos de enzimas hidroliticas com
distintos modos de acédo e especificidades para que haja a quebra completa da xilana
(Figura 4) a monémeros por conta da sua complexa natureza quimica e diversidade de
cadeias laterais (ALOKIKA, SINGH, 2019). Desse modo, as varias enzimas xilanoliticas
sdo: endo-1,4-B-xilanase, [-xilosidase, a-glicuronidase e a-arabinofuranosidase
(ALOKIKA, SINGH, 2019; MAALEJ-ACHOURI et al., 2012).

a-GLUCURONIDASE
1 ENDOX YLANASE a-ARABINOFURANOSIDASES

D-XYLOPFYRANOSE
RING

B-(1,4)-D-XYLOPYRAMOSE RING

Ri: Ra:

p Coumaric acid Acetyl group

a-D-Glucuronic ackd a-D-Glucuranopyranose

a-D-Arabinofuranese 4-0-Methyl- o-D-Glucuranopyranose

a-L-Arabinfuranose

Figura 4 - Representacdo da estrutura da xilana e das enzimas necessérias para sua completa
degradacéo. Evidencia-se também os grupos substituintes R1 e R2.
Fonte: ALOKIKA, SINGH, 2019.

Assim, em se tratando das funcdes de cada enzima na bioconversdo da xilana
salienta-se que a endo-1,4-B-xilanase cliva as ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4
produzindo pequenas fragdes de xilooligossacarideos tais como a xilose, a xilobiose e a
xilotriose com alto grau de polimerizagao (ALOKIKA, SINGH, 2019; KUMAR, DANGI,
SHUKLA, 2018; HARRIS, RAMALINGAM, 2010). As ligacdes que serao hidrolisadas néo
séo escolhidas de maneira randémica, mas sim a partir da analise das ramificacbes, do

comprimento da cadeia e da presenca de substituintes na molécula do substrato
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(ALOKIKA, SINGH, 2019; KUMAR, DANGI, SHUKLA, 2018; HARRIS, RAMALINGAM,
2010). A B-xilosidase, por sua vez, realiza a clivagem das extremidades n&o redutoras
dos xilooligossacarideos, como os residuos de xilose, por exemplo, sendo classificada a
partir de suas afinidades relativas a xilobiose e a maiores xilooligossacarideos
(ALOKIKA, SINGH, 2019; HARRIS, RAMALINGAM, 2010). Ja a o-glicuronidase é
empregada na clivagem da ligagéo a-1,2-glicosidica entre o acido a-glicurbnico ou ou
éter 4-O-metilico e a extremidade n&o redutora terminal da unidade xilopiranosil de
pequenos xilooligossacarideos (ALOKIKA, SINGH, 2019; HARRIS, RAMALINGAM,
2010). Por fim, a a-arabinofuranosidase € uma enzima responséavel pela hidrélise dos
residuos terminais de arabinofuranosil de diferentes oligossacarideos e polissacarideos
(ALOKIKA, SINGH, 2019; HARRIS, RAMALINGAM, 2010).

A partir deste contexto, destaca-se a enzima endo-1,4-B-xilanase - também
denominada xilanase -, a qual € a enzima extracelular mais importante na quebra das
ligacbes glicosidicas [(-1,4 da xilana formando produtos de grande interesse, é
classificada, por meio de analises estruturais 3D, dentro das familias das glicosil
hidrolases F10 ou GH10 (Glycoside Hydrolase Family 10) e GH11 (Glycoside Hydrolase
Family 11), sendo assim denominada por conta das reacdes quimicas que catalisa e por
ser uma enzima ativa de carboidrato — celulase (CAZY, 2021a; CAZY, 2021b). Além
disso, tal enzima auxilia na quebra inicial da lignina presente nas fibras de celulose, uma
vez que melhora a acessibilidade das enzimas a celulose em um substrato
lignocelulésico através de aumentos no inchago e na porosidade da fibra, melhorando
significativamente eficiéncia hidrolitica (MAALEJ-ACHOURI et al., 2012; GUPTA,
BHUSHAN, HOONDAL, 2000; NI, TOKUDA, 2013). Isto, pois a xilanase apresenta a
habilidade em clivar a ligacdo interna de xilana entre macromoléculas, facilitando a
remocdo da lignina em etapas seguintes (KUMAR, DANGI, SHUKLA, 2018; NI,
TOKUDA, 2013). A xilanase pode ser encontrada em uma variedade de géneros de
bactérias e leveduras, além de em insetos, protozoarios e algas marinhas e apresenta
uma alta gama de aplicacfes tais como nas industrias de papel, industrias de alimentos,
racoes e bebidas e biocombustiveis (ALOKIKA, SINGH, 2019; KUMAR et al., 2017;
KUMAR, DANGI, SHUKLA, 2018; HARRIS, RAMALINGAM, 2010; MAALEJ-ACHOURI
et al., 2012).
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Nas industrias de papel e celulose sua aplicacdo surge como uma alternativa para
a reducdo da presenca de compostos quimicos mutagénicos e carcinogénicos, 0s quais
causam altos indices de poluicdo ambiental; assim, consegue-se diminuir de 10-50% a
presenca do cloro, além de tornar menores os danos nas fibras de celulose durante o
processo, 0 que eleva a qualidade do papel (ALOKIKA, SINGH, 2019; MAALEJ-
ACHOURI et al., 2012; YANG et al., 2019). Ja nas industrias de alimentos, bebidas e
racoes observa-se seu emprego na melhora da qualidade de paes, uma vez que
possibilita 0 aumento de seu volume a partir da quebra das hemiceluloses presentes na
farinha de trigo, o que permite uma redistribuicio de 4gua na massa; aumento da
gualidade e quantidade de suco por meio da reducao da viscosidade e estabilizacao da
polpa das frutas; e nas racfes, destaca-se que sao dietas ricas em lignocelulose, desse
modo, o uso da enzima leva a um aumento nutricional (ALOKIKA, SINGH, 2019; KUMAR
et al., 2017; KUMAR, DANGI, SHUKLA, 2018; HARRIS, RAMALINGAM, 2010). Em se
tratando dos biocombustiveis, destaca-se a degradacdo da biomassa lignoceluldsica
visando a producédo de etanol; isto a partir da conversdo de acguUcares por meio da
deslignificacdo a qual permite a liberacdo da celulose e da hemicelulose que seréo
despolimerizadas, a fim de gerar agUcares livres que serdo fermentados para produzir o
etanol desejado (ALOKIKA, SINGH, 2019). Por isso, é necessario um coquetel
enzimatico, no qual a xilanase esta presente, para promover a hidrolise da biomassa no
processo (ALOKIKA, SINGH, 2019; KUMAR, DANGI, SHUKLA, 2018).

1.3 Heterotermes tenuis

Heterotermes tenuis € um cupim subterrdneo que integra a ordem Isoptera e a
familia Rhinotermitidae. Os cupins ou térmitas pertencentes a esta familia séo
classificados como “cupins inferiores” por apresentarem uma diferenca filogenética dos
considerados “cupins superiores”, fato este que pode estar associado a habitos
alimentares de cada espécie. Em se tratando das caracteristicas gerais, destaca-se que
0s organismos desta espécie habitam galerias difusas no solo, abaixo de rochas, o
interior de raizes e troncos, e, caso precisem passar em lugares expostos, constroem
tuneis com detritos vegetais, solo e fezes, em ambientes terrestres tropicais, florestas
Umidas, savanas e regides desérticas (COSTA-LEONARDO, 2002; LIMA, COSTA-
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LEONARDO, 2007). Além disso, sua nutricdo € baseada no material lenhoso em
variadas fases de decomposicao e em partes vitais das plantas, como o sistema radicular
e 0s entrends, em diversos estagios de crescimento, da cana-de-acgucar (LIMA, COSTA-
LEONARDO, 2007).

Os adultos estéreis - casta estéril -, operarios e soldados, dispdem
desenvolvimento sexual incompleto. A cabeca dos soldados é mais volumosa e sua
mandibula € bem mais desenvolvida, quando comparada aos operarios (Figura 5), desse
modo, sdo encarregados da protecéo e defesa da colbnia. J& 0s operarios representam
a maior parte da sociedade e exibem variados tamanho, largura de cabeca e nimero de
articulos antenais. Ademais, sdo responsaveis por cavar tuneis, proteger as ninfas e
coletar alimentos, sendo responsaveis pelas atividades basicas e essenciais do
cupinzeiro. Os adultos férteis - casta fértil -, rei e rainha, por sua vez, apresentam quatro
asas aladas e membranosas. Um fato interessante é que tais asas se destacam
facilmente do corpo, o que ocorre na revoada, periodo no qual os alados copulam e
buscam um local no solo para iniciar o novo ninho. Tanto os adultos férteis, quanto os
inférteis mencionados, apresentam o mesmo fenotipo branco-amarelado, além de ambos
serem isentos de olhos e ocelos. Dessa maneira, sdo considerados fototropicos
negativos e possuidores de quimiorreceptores na extremidade das antenas os quais
atuam conjuntamente a pélos sensoriais distribuidos pelo corpo (COSTA-LEONARDO,
2002; ELEOTERIO, 2000; LIMA, COSTA-LEONARDO, 2007).

Operdrio /*

Reprodutores
alados

wild  Ciclo reprodutivo

‘ dos
cupins

&

L Y ;;?ﬂ

Raimha

Soldado

Figura 5 - Ciclo reprodutivo em cupins. Morfologia dos cupins em um cupinzeiro e representacao do
ciclo de vida.

Fonte: Adaptado de: “Paramount pestcontrol”
<http://paramountpestcon.blogspot.com.br/2015_03_01_archive.html> apud GONCALVES, 2017.
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Os cupins por apresentarem metamorfose incompleta, sdo considerados insetos
hemimetdbolos. Dessa forma, o estagio pos-embrionario, que compreende o periodo
desde a eclosédo dos ovos até a formacéo do individuo adulto, € dividido em varios outros
estagios os quais incluem as formas de desenvolvimento dessa espécie até sua forma
final (Figura 5). O primeiro estagio € o dos ovos dos quais se originam 0S primeiros
jovens, pertencentes ao segundo estagio. Esses sdo imaturos e mesmo possuindo
diversas diferencas morfoldégicas sdo bem parecidos com os adultos. Tais jovens
passardo para a fase de desenvolvimento e para isso sofrerdo diversas ecdises e, em
um determinado instar - intervalo entre duas ecdises -, havera a formacéo das ninfas,
originando o terceiro estagio de desenvolvimento (COSTA-LEONARDO, 2002). Tais
ninfas sofrerdo novas transformacgdes e dardo origem a novos membros na colénia, como
operérios, soldados, reprodutores de substituicAo e reprodutores alados, estes
pertencentes ao Ultimo estagio do desenvolvimento (Figura 5) (COSTA-LEONARDO,
2002). Destaca-se que, monitoramentos realizados na colbnia desta espécie indicaram
que, apés a formacao do casal, os primeiros ovos depositados — de 8 a 9 por colbnia,
gue nao sao colocados todos no mesmo dia — surgem depois de 8 a 12 dias; as primeiras
“‘larvas” apés 40 dias, o primeiro operario pigmentado depois de 120 dias e o primeiro
soldado apés 150 da formacéo dos pares (COSTA-LEONARDO, 2002).

Essa espécie € nativa do Brasil, comum em areas de cerrado e habitualmente
avistada em troncos caidos e sob a casca de arvores mortas, contudo, observa-se
também a ocupacado de ninhos construidos por outras espécies (COSTA-LEONARDO,
2002). As térmitas sdo caracterizadas por serem mastigadores e por possuirem pernas
ambulatérias, que sdo adaptadas para a locomocéo terrestre. Definem-se como insetos
eusociais, uma vez que em sua sociedade, coexistem individuos de castas
morfofisiologicamente distintas, cada um com sua respectiva funcéo dentro do cupinzeiro
(COSTA-LEONARDO, 2002; ELEOTERIO, 2000; LIMA, COSTA-LEONARDO, 2007).

Neste contexto, salienta-se que a espécie Heterotermes tenuis é conhecida como
uma das principais espécies-praga da cana-de-acgucar devido ao seu atague agressivo,
0 qual causa danos aos toletes, destruicdo das gemas laterais e ataques as raizes da
planta (MIRANDA, VASCONCELLOS, BANDEIRA, 2004; CASARIN, COSTA-
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LEONARDO, ARAB, 2008). Assim, destaca-se o potencial enzimatico deste cupim na
busca por enzimas as quais realizam a degradacgéo da celulose e da hemicelulose, uma
vez que, além de ser espécie-praga, este cupim executa a quebra das fibras
lignocelulésicas com fins alimentares e em temperaturas de forrageio baixas
(ELEOTERIO, 2000; LIMA, COSTA-LEONARDO, 2007). Dessa maneira, além do auxilio
na degradacédo da lignina e da hemicelulose rica em xilana no bagaco da cana-de-acucar,
a xilanase esta inserida em outros processos importantes no cupim, tais como na
digestdo dos compostos lignocelulésicos que ocorre no intestino grosso (ARAKAWA et
al., 2009; DHEERAN et al., 2012).

2 JUSTIFICATIVA

O surgimento de novas politicas publicas, a fim de impulsionar a producéo e o
comércio de biocombustiveis, somado as ja existentes e continuas preocupag¢des com o
meio ambiente e a necessidade da reducéo da emissao de gases efeito estufa criaram
um ambiente mais encorajador para a tomada de medidas relacionadas a busca por
fontes renovaveis. Isto, pois atrelado a esta producéo estdo inumeras possibilidades de
diminuir os problemas energéticos e ambientais por auxiliar no emprego da
sustentabilidade, além da contribuicdo na busca por uma nova estabilidade econdmica
pos pandemia.

Neste contexto, o Brasil surge como um dos principais agentes na producéao, tanto
de etanol de primeira, quanto de segunda gerac¢éo, devido ao cenario em que se insere.
Assim, a cana-de-acucar e o uso de seus subprodutos — bagaco e palha - para a geracao
de energia sao o foco neste momento, pois a partir deles podem-se originar agucares
fermentesciveis que sdo de enorme interesse para a industria de biocombustiveis. O fato
de serem ricos em lignocelulose, faz com que sejam necessarias etapas de quebra das
fibras para externar cada um desses componentes — celulose e hemicelulose — dos quais
a hemicelulose é a segunda mais abundante. Assim, enzimas como a endo-1,4-B-

xilanase s@o necessarias para a clivagem dessa hemicelulose e obtencao dos agucares.

O cupim da espécie Heterotermes tenuis surge como potencial fonte de enzimas,

dentre elas a xilanase, uma vez que esse inseto, principal praga da cana-de-acucar,
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recebe seu destaque por conseguir degradar o material lignocelulésico em sua
alimentacao, além de fazer uso de uma baixa temperatura de forrageio. Dessa maneira,
um estudo do transcriptoma do cupim realizado por nosso grupo (CAMPANINI et al.,
2020) permitiu identificar possiveis sequéncias correspondentes a xilanases — ao todo
9 — diferentes das j& conhecidas. Destaca-se que a origem das enzimas ndo esta
totalmente elucidada, uma vez que pode ser do proprio cupim ou de microrganismos
endossimbiontes, como protistas. Fato este que justifica o titulo do trabalho que

menciona o (meta)transcriptoma do cupim.

Neste sentido, a busca por novas xilanases pode contribuir significativamente
nessa area, uma vez que enzimas que atuem em melhores condicfes de temperatura e
pH auxiliardo na eficiéncia da quebra da estrutura da xilana na etapa de hidrélise,
reduzirdo custos de energia dos produtores e tornardo mais elevadas as quantidades de
acucar produzidos e disponiveis na etapa de fermentacao, deixando, assim, 0 processo
mais econdémico e viavel (ALOKIKA, SINGH, 2019). Com isso, mediante os resultados a
serem alcancados neste trabalho, busca-se transpor diversos obstaculos na aplicacéo
comercial dessa enzima e procedimentos mais baratos que a envolvem, melhorando as
técnicas por meio do uso de enzimas com uma melhor atividade que as atualmente

disponiveis no mercado.

3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo a clonagem e expressdo de uma xilanase
presente no (meta)transcriptoma da espécie Heterotermes tenuis (Rhinotermitidae) para
possivel aplicacdo biotecnolégica. Para tanto, os objetivos especificos deste trabalho
séo:

0] Analisar os dados do (meta)transcriptoma de cupins operarios da espécie
Heterotermes tenuis, definindo a sequéncia da xilanase que sera
amplificada a partir dessa regiao codificadora;

(i) Realizar anélises in silico a fim de melhor analisar a sequéncia escolhida;

(i)  Amplificar a regido codificadora do gene;
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(iv)  Clonar e expressar essa proteina em sistemas heterdlogos dispondo da
levedura Pichia pastoris como modelo;

(V) Isolar e purificar a enzima.

4 METODOLOGIA
4.1 Cupins

Para a realizag&o deste trabalho, foram utilizados cupins selecionados da casta
operério da espécie Heterotermes tenuis, cedidos pelo grupo liderado pela Profa. Dra.
Ana Maria Costa Leonardo da UNESP de Rio Claro.

4.2 Iniciadores para a amplificacdo da sequéncia codificadora da enzima e analises
in silico para producéao heterdloga

Os iniciadores, também denominados primers, para a amplificacdo da sequéncia
codificadora de xilanase, foram desenhados por meio da ferramenta NEB Assembly
Tool. Isso foi feito com base nas sequéncias encontradas na biblioteca de cDNA ja
construida e sequenciada, com uso do sequenciamento de Ultima geracéo, realizados
pelo nosso grupo de pesquisa.

Para as andlises iniciais in silico foram empregados os programas PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) e YingOYang
(http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/), que objetivaram a predicao da estrutura da
enzima, bem como analises de hidrofobicidade, presenca de sitios de glicosilacao e
fosforilacdo, além de analises da presenca ou auséncia do peptideo sinal por meio do
SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

4.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os cupins operarios foram inicialmente separados (50-80 insetos), em seguida,
pulverizados em nitrogénio liquido. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de Trizol®

(Invitrogen) para extracdo total do RNA, os cupins foram macerados com auxilio de
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pistilos. Ap6s homogeneizagéo, centrifugou-se os tubos (12.000 x g 4°C) por 10 minutos
e 0s respectivos sobrenadantes foram transferidos para novos tubos contendo 200 pL
de cloroférmio. Tais tubos foram submetidos a agitacdo em voértex e incubados por 3
minutos em temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugados (12.000 x g a 4°C)
por 15 minutos. Repassou-se 0s sobrenadantes formados para novos tubos contendo
200 pL de cloroférmio, os quais seguiram novamente para a agitagdo em vortex e
centrifugacdo (12.000 x g a 4°C) por 15 minutos. Adicionou-se ainda 500 pL de
isopropanol para a precipitacdo do RNA e, em seguida, agitou-se em vortex e incubou-
se por 10 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram, em seguida, centrifugados
(12.000 x g 4°C) por 10 minutos e os sobrenadantes formados foram descartados. Aos
pellets acrescentou-se 1 mL de etanol 75% (v/v agua) e os tubos foram agitados e
centrifugados (7.500 g a 4°C) por 5 minutos. Os sobrenadantes foram novamente
descartados e os precipitados ressuspendidos em agua ultrapura (dietilpirocarbonato,
DEPC 0,2% v/v). A amostra foi quantificada no espectrofotdmetro NanoVue™ (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK) e, para verificacdo da integridade do RNA apos

extracao, foi realizada eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2%.

Apbs a extracdo, 2000 ng de RNA foi utilizada para a sintese do cDNA utilizando
SuperScript™IIl Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Seguindo as recomendacfes do fabricante. Destaca-se que a eficiéncia da sintese foi

verificada pela amplificacdo de um fragmento do gene referéncia da 3-actina.

4.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

ApoOs a sintese do cDNA, os fragmentos que codificam a xilanase foram
amplificados com a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/L) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), em em Termociclador automatico C1000
TouchTm Thermal Cycler - Bio-Rad®. Isto utilizando ciclos que foram determinados em
base a temperatura de melting (Tm) de cada primer. A verificacdo da amplificagéo foi
realizada por meio da eletroforese em gel de agarose 1% com de corrida tampao TAE
1X a 100 V por 30 minutos.
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4.5 Purificacdo dos fragmentos oriundos de PCR para clonagem e ligagcdo do

inserto ao vetor

Para a purificagdo das amostras amplificadas, realizaram-se recortes com um
bisturi no gel de agarose, a fim de separar apenas as bandas correspondentes a
amplificacdo da xilanase. Assim, ap0s a separagdo dessas, utilizou-se o PureLink™
Quick Gel Extraction Kit (Thermo Scientific), seguindo as recomendac¢des do fabricante.
Apos a purificacdo, a amostra foi ressuspendida em agua ultrapura tratada e quantificada
em espectrofotometro NanoVue™ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), objetivando
determinar qual seria a concentracdo ideal a ser utilizada na montagem do vetor

recombinante.

4.6 Clonagem e subclonagem

4.6.1 Reacdao de ligacao do inserto ao pGEM®-T Easy

Para a reacado de ligacdo empregou-se o sistema pGEM®-T Easy (Promega),
seguindo as orienta¢cdes do fabricante. Este sistema é conveniente para clonar produtos
de PCR gerados por polimerases termoestaveis que adicionam uma Unica
desoxiadenosina as extremidades do fragmento amplificado. O pGEM®-T Easy contém
extremidades 3'-T no local de insercédo fornecendo uma extremidade compativel para
produtos de PCR.

4.6.2 Preparo de células eletrocompetentes E. coli DH5-a

A linhagem de E. coli DH5-a foi previamente inoculada em LB agar por 24 horas
a 37°C. Desta placa, foi inoculada uma Unica col6nia isolada em 30 mL de meio LB a
37°C sob agitacdo constante de 200 rpm por de 2 horas até se atingir o valor de
densidade o6ptica (D.O.) entre 0,3 e 0,4 nm. ApGs atingir a D.O. ideal, o in6culo foi
incubado em banho de gelo para parar o crescimento das células, seguido de
centrifugagéo a 4000 rpm por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet

ressuspendido, cuidadosamente, em 10,5 mL de CaClz 0,1 M gelado. Todo o volume foi
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centrifugado a 3500 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 2,4 mL de CaClz 0,1 M e glicerol 50% também gelado.

Foram feitas aliquotas de 200 pL dessa suspenséao celular em microtubos os quais
foram imediatamente colocados em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados

em freezer -80°C.

4.6.3 Transformacgao em E. coli DH5-a (pGEM®-T Easy + inserto purificado)

Todo o volume da reacao de ligacao foi adicionado a um microtubo com 200 pL
de uma solucéo contendo células DH5-a eletrocompetentes, seguindo orientagbes do
manual do pGEM®-T Easy (Promega). Em seguida, o microtubo foi incubado em banho-
maria por 1 minuto e 30 segundos. ApGs esse periodo, o microtubo foi colocado,
imediatamente, no gelo. Depois do choque térmico, 800 uL de meio LB foram acrescidos
ao microtubo e este foi incubado a 37°C por 1 hora a 80 rpm.

Paralelamente, preparou-se duas placas de meio LB contendo ampicilina (100
mg/mL), as quais foi adicionado X-gal (40 pg/uL) e IPTG. Com auxilio de alga de
Drigalski, 200 pL das células transformadas foram espalhadas em cada placa, que foram,

posteriormente, incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.

4.6.4 PCR das colbnias transformantes e extracdo de DNA plasmidial apoés

transformacgéo

Para identificacdo dos clones recombinantes foi realizada uma PCR de 10

colénias brancas utilizando os primers do gene de interesse.

ApGs isolamento, um clone positivo foi cultivado em meio LB na presenca de
ampicilina. Os in6culos foram incubados em aparelho agitador a 37°C, 200 rpm,
overnight. Posteriormente, foi realizada a miniprep dos plasmideos com o Kit QIAprep®
Spin Miniprep, apos esse tratamento, as amostras foram corridas em gel de agarose 1%
para avaliar a integridade do DNA e quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue™ (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK).
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4.6.5 Reacao de digestdo com enzimas de restri¢cao

Para confirmacdo da construcéo realizou-se uma reacdo de clivagem com as
enzimas de restricdo Xbal e Notl (Thermo Scientific), seguindo as recomendacfes do
fabricante. Foi feita a digestao da construgdo pGEM®-T Easy + inserto purificado e do
pPICZaA vazio, para otimizar a reacdo de ligacdo serd executada posteriormente. Para
confirmar a digestéo realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 1% com brometo
de etidio e tampé&o de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X a 70 V por 30 minutos.

Apés a corrida, a visualizacdo foi feita em fotodocumentador Gel Doc™ XR+
(BioRad®, Hercules, CA, EUA).

4.6.6 Reacao de ligacao do inserto ao pPICZaA

Para a reacdo de ligacdo foram seguidas as orientacbes do manual do vetor
(Invitrogen). Utilizou-se 220 ng do DNA plasmidial, 50 ng do vetor pPICZoA, 1 pL da
enzima T4 DNA ligase, 3 uL do tampao T4 ligase e completou-se o volume da reacéo

para 30 pL.

A reacdo foi incubada a 4°C por 16 horas e, posteriormente, armazenada a -20°C.

4.6.7 Transformacéo em E. coli DH5-a (pPICZaA + inserto purificado)

Foi adicionado 15 uL do volume da reacao de ligagdo a um microtubo contendo
uma solucdo de 200 uL de células DH5-a eletrocompetentes. Em seguida, o microtubo
foi colocado em banho-maria por 1 minuto e 30 segundos e, depois, colocado
imediatamente no gelo. Ap6s o choque térmico, adicionou-se 800 uL de meio Low Salt
(LS) e o microtubo foi incubado a 37°C por 1 hora a 80 rpm.

Paralelamente, foram preparadas duas placas de meio LS contendo zeocina (100
pg/mL). Com auxilio de alga de Drigalski, 200 pyL da solucdo contendo as células
transformadas foram espalhadas em cada placa as quais foram incubadas em estufa a
37°C por 16 horas.
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4.6.8 PCR das colbnias transformantes e Extracdo de DNA plasmidial apés

transformacgéo

Para identificacdo dos clones recombinantes foi realizada uma PCR de 20

colénias brancas utilizando os primers da xilanase.

ApGs tal identificagcdo, um clone positivo foi cultivado em meio LS na presenca de
zeocina. Os indculos foram entdo incubados sob agitacdo em aparelho agitador a 37°C,
200 rpm, overnight. Depois deste periodo, fez-se a miniprep dos plasmideos com o Kit
QIAprep® Spin Miniprep e, em seguida, as amostras foram corridas em gel de agarose
1% para avaliar a integridade do DNA e quantificadas em espectrofotometro NanoVue™
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK).

4.6.9 Reacao de Linearizagao do plasmideo (pPICZaA + xilanase)

Para a reacao de linearizagcdo empregou-se 2000 ng do vetor pPICZaA + xilanase,
5 uL do tampéo B, 1,5 yL da enzima Pmel e completou-se o volume para 50 yL. Tal

reacao foi incubada a 37°C, overnight.

Apbs este periodo, correu-se um gel de agarose 1% para verificar a linearizacao.
A reacdao foi inativada a 65°C por 20 minutos no termobloco (Kasvi) e armazenada a -
20°C.

4.6.10 Precipitacdo do DNA

Acrescentou-se na reacao de linearizagdo 1/10 do volume total de acetato de
sédio 3M com pH 5,2. A amostra foi homogeneizada e nesta adicionou-se 2,5 volumes -
considerando o volume de DNA + acetato de sédio - de etanol 100% gelado. Verteu-se
a reacao e esta foi colocada no -20°C por duas horas.

Em seguida, a amostra foi submetida a centrifugacéao por 20 minutos a 13000 rpm
e 0 sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Posteriormente, o pellet foi lavado
com 500 yL de etanol 70% gelado e centrifugada a 13000 rpm por 3 minutos. O

sobrenadante foi novamente descartado e deixou-se o microtubo secar a temperatura
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ambiente; ap6s este periodo, o pellet foi ressuspendido em agua nuclease free. Para
verificacdo da etapa de precipitagdo correu-se um gel de agarose 1%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises in silico para producao heteréloga

As andlises in silico da xilanase foram feitas de forma paralela aos primeiros
experimentos laboratoriais e objetivavam melhor explorar a possivel sequéncia a ser
utilizada nesses, bem como melhor embasar a escolha do organismo de expressao da
proteina. Assim, dentre as 9 sequéncias identificadas como xilanases, a partir do estudo
do transcriptoma do cupim, uma foi escolhida por apresentar melhor pontuagéao e melhor

caracterizacao.

Nesse sentido, os resultados das andlises in silico (DADOS EM SIGILO DE
PUBLICACAO) permitiram, além de analisar a estrutura da proteina em questao, predizer
seu dobramento, por meio da investigacdo dos seus aminoacidos, e suas formas de
interacdo a partir da observacdo de regides polares, apolares e hidrofébicas, por

exemplo.

No detalhamento indicado pela predicdo das sequéncias de aminoacidos da
xilanase escolhida observaram-se as informacgfes de 2 alfa hélices, 16 folhas beta, 17
regides coil e de regides de interacdo com a membrana celular. Além disso, a predicao
também forneceu dados a respeito da presenca de 49 pequenas cadeias laterais

apolares e 34 polares, 25 hidrofébicas e 24 aromaticas com cisteina.

A partir desses ensaios, outros resultados obtidos incluiram a obtengédo de um
grafico que ilustra as previsdes de varios sitios de glicosilacéo e de fosforilacdo ao longo
da sequéncia. Assim, o eixo X representou a sequéncia da regido N-terminal para a C-
terminal em pulsos verticais correspondentes aos potenciais locais de O-GIcNAc. Além
disso, indicaram-se os locais de sitios Ying/Yang (Ser/ Thr) que podem ser fosforilados.

Neste sentido, a ultima analise realizada foi a do peptideo sinal. Tal analise
permitiu verificar sua presenga nos primeiros 16 aminoacidos da sequéncia e
possibilitou o correto desenho dos primers para clonagem e expressédo da xilanase.

Assim, retirou-se essa parte da sequéncia a fim de n&o existir um enderecamento
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proprio da proteina, somente o fator alfa do vetor de expresséo, o qual é responsavel
por externar as proteinas produzidas pela Pichia pastoris.

Com esses dados, embasou-se a escolha da levedura Pichia pastoris, a qual é
um organismo comumente utilizado para a expressao de proteinas recombinantes, uma
vez que ela é capaz de e realizar as modificacbes pds-traducionais necessarias para a
sua correta atividade e de externar as proteinas de interesse produzidas. Destaca-se
gue por conta do Sigilo necessario para este trabalho, alguns dados foram emitidos, a

fim de ndo prejudicar futuras publicacfes do grupo de pesquisa.

5.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Foi feita a extracdo do RNA em varias amostras de cupins operarios da espécie
Heterotermes tenuis (Figura 6), assim, aqueles que apresentaram melhor concentracao
e que nao se observou degradacao foram escolhidos para a sintese de cDNA. Realizou-
se a analise da integridade a partir da observacéo dos fragmentos 18S e 28S do rRNA.
Destaca-se que estudos demonstraram que amostras de acidos ribonucleicos de insetos
podem apresentar uma “quebra oculta” do fragmento 28S em dois pedagos de tamanhos
parecidos, 0s quais migram juntamente com a porc¢ao 18S e ndo devem ser interpretados
como degradacdo, uma vez que se trata apenas de uma particularidade deste tipo de
RNA (WINNEBECK et al., 2010; MACHARIA, OMBURA, AROKO, 2015).

28S

188

Figura 6 - Avaliacdo da integridade do rRNA por gel desnaturante. Amostras que apresentaram as
porcdes 28S e 18S, foram consideradas integras (1 e 4) e aquelas que ndo apresentaram uma
guantificacdo desejada foram separadas (2 e 3).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Assim, os RNAs que apresentaram melhor concentracdo e integridade foram
transcritos e empregados na reagcdo em cadeia da polimerase, que, inicialmente,
objetivou a amplificacdo do fragmento correspondente ao gene referéncia da p-actina, o
gual é usado, em nosso laboratério, como controle positivo da amplificacdo, uma vez que

apresenta expressao estavel e pode ser utilizado como controle (Figura 7).

500 pb

M B-actina - 371 pb

Figura 7 - Teste de integridade de cDNAs por meio da amplificagdo de um fragmento do gene
referéncia da B-actina (371 pb). Apés a sintese do cDNA, as amostras foram submetidas a amplificagédo
para serem testadas, assim, obteve-se um fragmento de tamanho esperado de 371 pb. A figura indica dois
exemplos de amplificagfes a partir de RNA extraido de cupins operérios da espécie Heterotermes tenuis.
Destaca-se que M corresponde ao marcador de peso molecular 1Kb (Cellco).

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Assim, a partir da confirmacdo da correta sintese do cDNA, buscou-se a
amplificacdo do fragmento correspondente ao gene da xilanase, adaptando os ciclos da
reacdo em cadeia da polimerase. As alteracdes realizadas relacionaram-se a
temperatura de anelamento e ao tempo necessario para a amplificacdo da sequéncia
completa correspondente ao gene, uma vez que o0 gene da xilanase apresenta um maior
namero de nucleotideos que o gene referéncia da -actina. Assim, apés variados testes

e alteracdes de protocolo, foi possivel obter a amplificacdo (Figura 8).
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1000 pb
600 pb

M Controle
negativo 609 pb

Xilanase

Figura 8 - Amplificacdo do fragmento correspondente ao gene da xilanase (609 pb). Teste realizado
com a presenca do controle negativo, que ndo amplificou, o que auxiliou a comprovar a correta elaboracao
da reacgdo e a amplificacdo do gene referente a enzima de interesse. M- Marcador de peso molecular 1Kb
(Celico).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Destaca-se que tais amostras foram levadas para sequenciamento e obteve-se
resultados satisfatérios para os amplicons correspondentes a regido referente a xilanase.
Ademais, destaca-se que foram realizados alinhamentos a partir da ferramenta BLAST,
tanto comparando a sequéncia obtida pelo sequenciamento que corresponde a regiao
codificante da xilanase com a obtida no transcriptoma estudado pelo nosso grupo, quanto
com a mesma sequéncia obtida pelo sequenciamento com o banco de dados. Esta ultima
analise resultou no alinhamento com uma sequéncia correspondente a uma xilanase de
protista; fato este, que também embasou o titulo do trabalho, melhor justificando a
possivel origem da enzima em questdo. Além disso, novos sequenciamentos serao
realizados de modo a comprovar a auséncia total de mutacées e complementar os
resultados ja alcancados. Devido a conjuntura de pandemia tais dados ainda ndo foram

obtidos, contudo, estdo em fase de elaboracao.

5.4 Clonagem e subclonagem
5.4.1 Clonagem no pGEM®-T Easy

Apbs padronizagdo da reacdo de PCR e da purificagdo da xilanase, iniciaram-se

os ensaios de clonagem. Desta maneira, realizou-se uma reacéo de ligacdo (P GEM®-T
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Easy + xilanase purificada) e, posteriormente, foi feita a transformacdo em células

eletrocompetentes de E. coli DH5-a.

O vetor pGEM®-T Easy apresenta o gene que codifica a -galactosidase em seu
cassete, desse modo, a atividade dessa enzima pode ser detectada quando as células
sdo cultivadas em placas contendo o glicosideo artificial X-gal. Tal substrato é clivado
pela enzima B-galactosidase e produz galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindole-1,
gue sofre oxidacdo espontanea e origina um produto de coloracdo azul. Caso a
expressdo da [(-galactosidase seja interrompida em decorréncia da insercdo do
fragmento correspondente ao gene de interesse (xilanase) no plasmideo, essa hidrélise
nao ocorre e as colbnias apresentam-se brancas (ROBLES, DOERS, 1994; KOBS,1997).

Neste sentido, para confirmag&o dos clones recombinantes, realizou-se a PCR de

colénia (Figura 9), conforme descrito, anteriormente, na metodologia.

750 pb
500 pb

Xilanase - 609 pb

Figura 9 - PCR de colbnia para confirmar as coldnias recombinantes. Fez-se a PCR de 10 colbnias
supostamente recombinantes (numeradas de 1 a 10). Apenas a colénia 6 ndo apresentou amplificacéo
do tamanho de fragmento esperado. M- Marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com as coldnias recombinantes definidas (colénias 2, 4, 5 e 7), foram feitos 4
indculos e, em seguida, as minipreparacdes - minipreps - destes. Em se tratando das
minipreps, destaca-se que esta contém 3 passos com 3 solucdes distintas, as quais
apresentam diferentes objetivos, a fim de, ao final se obter apenas o plasmideo clonado.

A solucdo 1 contém Tris/ EDTA que estabiliza o DNA por ser uma solugédo tampéo; ja a
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solugéo 2 promove a lise alcalina das membranas por meio da acdo do SDS/NaOH; por
fim, a solugcéo 3 ocasiona a precipitagdo dos lisados membranosos por meio da adi¢céo
de acetato de potassio em alta molaridade, separando o DNA no sobrenadante.

Para confirmar a constru¢do pGEM®-T Easy + xilanase elaborou-se reagdes de
digestdo com enzimas de restricdo Notl e Xbal (Figura 10), cujos sitios foram
previamente analisados e ndo estavam presentes na xilanase. Destaca-se, contudo, que
uma nova digestdo sera feita e que, mesmo com esta figura ndo tdo satisfatéria, foi
possivel a comprovacdo da digestdo das enzimas e da presenca do fragmento de

interesse que corresponde a xilanase.

3000 pb

750 pb

500 pb

1 2 3 4 5 6

Figura 10 - Reacéo de digestdo com Notl e Xbal. As amostras 1, 2 e 3 sdo a constru¢cdo pGEM®-T Easy
+ xilanase fechada. E as amostras 4, 5 e 6 sdo as amostras tratadas com as enzimas de restricdo,
evidenciando a formacédo de 2 fragmentos correspondentes ao plasmideo (3000 pb) e ao fragmento
correspondente a xilanase (609 pb). Fez-se uso do marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap6bs visualizacdo do resultado, optou-se por purificar do gel as amostras 5 e 6,
gue se apresentaram no tamanho esperado da xilanase (609 pb) a fim de dar

continuidade nos experimentos de clonagem no pPIZaA.
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5.4.2 Subclonagem no pPICZaA

Para a subclonagem, seguiu-se 0s mesmos passos descritos para o pGEM®-T
Easy. Desse modo, iniciou-se com a reagao de ligagao (pPICZaA + xilanase purificada),

seguida pela transformacédo em células eletrocompetentes de E. coli DH5-a.

Destaca-se que o vetor PICZaA (3,6 Kb) (Figura 11) € comumente empregado na
expressdo e secrecdo de proteinas recombinantes em Pichia pastoris. Tal vetor é
constituido por: promotor de AOX1 para expressao fortemente regulada e induzida por
metanol do gene de interesse, sinal de secregdo do fator a que direciona a proteina
recombinante para o meio extracelular e gene de resisténcia a zeocina para selecao em
E. coli e P. pastoris (KOUTZ et al., 1989; BARON et al., 1992; DROCOURT et al., 1990).
Além disso, apresenta peptideo C-terminal contendo o epitopo c-myc e uma cauda de
poli-histidina para detecgdo e purificagdo da proteina recombinante, bem como trés

guadros de leitura para facilitar a clonagem.

Xho |

Figura 11 - Mapa do vetor pPICZaA. Indicando as regifes correspondentes ao promotor AOX1, o sinal
de secregdo a, 0 gene de resisténcia a zeocina, as possiveis enzimas de restricdo que podem ser
empregadas, o peptideo C-terminal contendo o epitopo c-myc e a cauda de poli-histidina.

Fonte: Adaptado de: Invitrogen. Disponivel em:
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/ppiczalpha_man.pdf. Acesso em: 13 jan. 2021.
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Assim, para confirmar a presenca de clones recombinantes realizou-se a PCR de
colonia (Figura 12), a qual considerou positivas as amostras que apresentaram um

amplicon do tamanho esperado para o gene analisado (609 pb).

750 pb
500 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Xilanase - 609 pb

750 pb
500 pb

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Xiianase - 609 pb

Figura 12 - PCR de col6nia para confirmar as coldnias recombinantes. Apenas as coldnias 10 e 20
deram negativas, uma vez que nao indicaram amplificacdo no tamanho esperado (609 pb). Fez-se uso do
marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir deste resultado, escolheu-se a colbnia 4 para seguir 0s experimentos.
Desse modo, com a colénia recombinante definida foi feito um indculo. Posteriormente,
usando o in6culo realizado, fez-se reacdes de miniprep, a fim de obter o plasmideo
purificado para a reacao de linearizacdo. Salienta-se que esse fragmento clonado sera

também sequenciado para que se tenha certeza da auséncia de mutacdes nesta etapa.
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5.4.3 Reagao de Linearizagao do plasmideo (pPICZaA + xilanase)

Com o plasmideo purificado a partir da reacédo de miniprep, empregou-se a reacao
de linearizacéo, a qual permitiu linearizar o vetor até entdo circular, a fim de possibilitar
a recombinag¢do homéloga na Pichia pastoris. Assim, por meio do uso do sitio de restricao
Pmel linearizou-se a construgdo pPICZaA + xilanase (Figura 13) na regido 5" AOX1, o
gue possibilitara a integracdo da sequéncia de interesse na levedura sob acédo do
promotor AOX1. Desse modo, as regides promotora e terminadora de AOX1, contidas
no vetor, irdo favorecer o pareamento do plasmideo e da regido de AOX1 no

cromossomo da levedura na transformagao.

6000 pb

4000 pb

2500 pb

M 1 2 8 4 5 B

Figura 13 - Linearizagao da construg¢ao pPICZaA + xilanase. A partir do sitio de restricdo Pmel, pode-
se linearizar o plasmideo. M- Marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen); 1, 2 e 3- pPICZaA + xilanase
nao clivado; 4, 5 e 6- pPICZaA + xilanase clivado (4209 pb).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.4 Precipitacdo do DNA

Partindo do DNA linearizado, foi-se necessario realizar a precipitacdo da amostra
a fim de purificd-la. Tal processo foi realizado por meio da técnica de salting out, que
consiste na adi¢cdo de um sal com alta forga idnica, o acetato de sodio (CHsCOONa) em
alta molaridade, o que ocasionou uma insolubilizacdo do DNA e sua precipitagéo, uma
vez que a agua prefere solvatar os ions fortes do que a propria molécula. Isto, devido a

diferenca nas forgas ionicas.
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Por ser uma precipitacdo reversivel, ap6s a adicdo da &gua a amostra se
solubilizou novamente e pode ser armazenada para a posterior transformagéo. Assim,

verificou-se a precipitacdo a partir de um gel de agarose 1% (Figura 14).

[r
&<

4000 pb

=| W1

Figura 14 - Precipitacao das amostras linearizadas. Visualizagdo dos amplicons referentes a pPICZaA
+ xilanase linearizado na altura correta, o que comprovou que a precipitacéo foi feita satisfatoriamente. M-
Marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen); 1, 2 e 3- pPICZaA + xilanase linearizado e purificado pela
técnica de precipitagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6 PERSPECTIVAS

Neste sentido, destaca-se que o trabalho continuard com as etapas de expressao
e analise de atividade enzimética. Assim, a partir de trabalhos futuros — como no
mestrado, o qual tenho interesse —, a enzima sera amplamente caracterizada.

Além disso, venho desenvolvendo, com o grupo de pesquisa, trabalhos com
outras enzimas capazes de degradar outras porcbes da fibra lignocelulosica. Tais
enzimas sao de grande interesse industrial e possuem aplica¢cdes que vao muito além

da producéo de biocombustiveis.

6.1 Expressao em Pichia pastoris

A partir desses dados, irdo ter inicio 0os ensaios que terdo como objetivo final a
expressao heterdloga da enzima na linhagem KM71H de Pichia pastoris. Desse modo,
primeiro serdo preparados o pré-inoculo de células da linhagem KM71H, as células

eletrocompetentes e, em seguida, sera realizada a transformacao na levedura.
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A expressao heteréloga tera como base o uso da P. pastoris, que é uma levedura
metilotrofica, capaz de realizar modificagdes pos-traducionais na proteina, que sao
extremamente necessarias para o desempenho de sua atividade enzimatica. Desse
modo, a partir da construgao pPICZaA + xilanase linearizada e purificada sera utilizada
a técnica de eletroporacdo em células competentes a 1,5 KV, 25 yF e 200 Q. Neste
sentido, destaca-se a presenca de uma extremidade coesiva, produzida na linearizagcéo
do plasmideo, a qual permitira 0 mecanismo de recombinacdo homéloga da levedura,
levando a substituicdo do gene AOX1 no cromossomo, pelo fragmento xilanase (Figura
15). Isto, pois, o plasmideo ndo € compativel com a replicacdo em P. pastoris, um
organismo eucarioto, e é degradado ou perdido na geracéo seguinte.

Promotor AGX1 ‘ AOX1 > Terminador AOX1
Recombinag¢ido Homoéloga ><
‘ Eator a& ‘ XILANASE > Terminador AOX1

Figura 15 - Esquema representando a recombinacdo homdloga no genoma das células da levedura
Pichia pastoris. As regibes promotora e terminadora de AOX1, presentes no vetor, possibilitam o
pareamento na regido de AOX1 no cromossomo da levedura. A presenca de uma extremidade coesiva,
gerada na linearizagdo do plasmideo, d& inicio ao mecanismo de recombinagdo homologa na levedura,
levando a substituicdo do gene no cromossomo pelo fragmento correspondente a xilanase.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, para avaliar as leveduras transformadas, diferentes concentracées
de zeocina (100 pg/uL, 250 pg/uL e 500 ug/uL) serdo empregadas, a fim de selecionar
os clones que serdo usados na producao da xilanase. Isto, pois col6nias que crescem
em maiores quantidades de zeocina, apresentam maiores concentracdes de DNA. Apos
o screening das leveduras, tera inicio a etapa de expressdo nas cepas selecionadas.
Posterior ao cultivo das leveduras transformadas, ira se avaliar a produgdo da proteina
recombinante apos 24, 48 ou 72 horas de inducdo com metanol e em diferentes
temperaturas. Assim, o sobrenadante o qual apresenta a proteina secretada sera
analisado por SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie e Western Blot -

utilizando o anticorpo anti-His. Salienta-se que tais técnicas mencionadas permitem uma
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analise da presenca da proteina exdégena a partir da visualizagdo de uma banda na altura
correspondente a sua unidade de massa atbmica (KDa). De maneira simplificada,
destaca-se que o gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) realizara uma separacdo das
proteinas com base em seus pesos moleculares e o Western Blot far4 uso de anticorpos
0S quais serdo capazes de identificar a proteina por meio do reconhecimento de
epitopos.

A partir da visualizacdo da presenca da proteina de interesse, terdo inicio as
etapas de purificacdo que envolvem o uso da técnica de cromatografia por afinidade por
meio de coluna de niquel, que apresenta afinidade pela cauda de histidina (His-Tag)
presente na proteina. As eluicdes serdo feitas com imidazol e, para essa etapa, sera
realizado um gradiente o qual ter& como objetivo determinar a concentracdo ideal de
imidazol para eluicdo da proteina. Assim, a verificagdo de pureza da xilanase sera feita
por eletroforese em gel SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 15% e por atividade enziméatica.

6.2 Testes de atividade enzimatica

Dessa maneira, o0s testes de atividade serdo realizados a partir de experimentos
bioquimicos e sempre comparados a controles em agar contendo o substrato da enzima

- a xilana - segundo descrito por Cayetano-Cruz et al. (2016), com adaptacdes.

7 CONCLUSAO

Até o momento, pelos resultados apresentados, fica claro que o objetivo central
do trabalho que era a clonagem e expressao heteréloga de uma xilanase da espécie
Heterotermes tenuis para possivel uso na producao de biocombustiveis foi parcialmente
alcancado. Isto, pois existiram empecilhos, por conta do periodo de pandemia, que

dificultaram as etapas praticas de expressao e obtencdo da enzima recombinante.

Contudo, o estudo apresenta grande potencial na apresentagédo de uma enzima
gue apresenta caracteristicas interessantes para a industria de producédo de etanol de
segunda geracédo. A medida que o fragmento codificante da xilanase foi isolado e clonado

eficientemente nos vetores de clonagem e expressao, indicando 6timos resultados até
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entdo. Além disso, por conta dos habitos noturnos do cupim - baixa temperatura de
forrageio -, espera-se encontrar uma enzima com novas caracteristicas de atividade em
temperatura e pH diferente dos comercialmente conhecidos. Tais novidades muito
auxiliardo no processo produtivo, por conta, principalmente, da economia energética que
sera proporcionada aos produtores de etanol de segunda geracdo com as variagfes de
temperaturas necessarias entre a fase de hidrélise e de fermentagéo.

Assim, contribui-se para a utilizacdo sustentavel dos subprodutos advindos da
cana-de-acgUcar, os quais sdo materiais baratos, abundantes e renovaveis, com grandes
vantagens de utilizacdo. Desse modo, unido ao potencial brasileiro, pode-se sugerir
novas alternativas para os processos até entdo conhecidos e utilizados na producéo
deste biocombustivel tdo importante. Auxiliando, assim, no cumprimento dos objetivos e
propostas realizados nas politicas publicas e nos acordos internacionais dos quais o
Brasil é signatario.

Além disso, mesmo no periodo de pandemia, participei de um artigo recém
aprovado na revista Insect Molecular Biology, intitulado “Expression profiles of
neotropical termites reveal microbiota-associated, caste-biased genes and
biotechnological targets”. Tal artigo trata da analise de 3 espécies de cupins neotropicais:
Heterotermes tenuis (Isoptera: Rhinotermitidae), Velocitermes heteropterus (Isoptera:
Termitidae) e Cornitermes cumulans (Isoptera: Termitidae), das diferentes expressdes
genéticas em cada uma das espécies e das castas operario e soldado. Ademais, faz-se
uma relagdo com a presenca de microrganismos endossimbidticos, os quais auxiliam na
digestdo do material lignocelulésico e no metabolismo de nitrogénio nos cupins, nas
diferentes familias. Assim, observou-se diferencas na microbiota associada a cada
familia de cupins e encontrou-se genes de protistas em ambas as espécies de
Termitidae, fato este que é oposto ao encontrado na literatura. Dentre 0s genes
diferencialmente expressos destacou-se, no artigo, apenas aqueles que estao
envolvidos na diferenciagao de castas e na digestao da celulose, os quais s&o potenciais
para a realizacdo de outros estudos relacionados ao controle de cupins, a digestado de

biomassa e de diversas outras aplicacdes biotecnoldgicas.
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