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RESUMO

As lacases pertencem ao grupo das multicobre oxidases e o0 interesse
biotecnoldgico por essas enzimas se deve ao fato delas catalisarem reac6es envolvendo
diferentes compostos fendlicos e aminicos. A utilizacdo diversificada dessas enzimas na
indUstria estimula a busca por lacases capazes de se adaptar aos diferentes processos
industriais visando encontrar a relacdo de 6timo custo-beneficio. O basidiomiceto de
origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, ja demonstrou capacidade de secretar
quantidades significativas de lacase sob condic¢des otimizadas (salinas) para producédo da
enzima. As lacases desse organismo podem apresentar caracteristicas diferenciadas
devido a origem marinha do basidiomiceto. Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo a obtencdo das sequéncias de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063
através da andlise do transcriptoma, afim de realizar a caracterizagdo in silico dessas
sequéncias, analises filogenéticas, clonagem e expressdo heter6loga. Foram obtidas 13
isoformas de lacase correspondente a 8 genes putativos para a enzima, das 13 isoformas,
11 foram referentes a lacases extracelulares e 2 intracelulares. Todas as isoformas
apresentaram-se ricas em conteddo GC (> 52 %) sendo os aminoacidos Valina, Leucina,
Serina, Acido aspartico e Treonina 0s mais representativos na composicao polipeptidica.
A massa das lacases variou entre 53,5 e 64,6 kDa. Nove isoformas apresentaram 0
aminoacido Leucina e 4 isoformas apresentaram o aminoacido Fenilalanina na posi¢cdo
variavel ligado ao cobre tipo 1 que possui atividade regulatoria sobre a enzima. Nenhuma
das isoformas apresentou similaridade maior a 57% em relacdo a outras sequéncias de
lacases depositadas no NCBI e, portanto, demonstraram ser potencialmente diferentes das
lacases originarias de outros basidiomicetos marinhos e terrestres. A clonagem de um
fragmento codificante de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 possibilitou a
montagem de sistemas de expressdo baseado em 3 linhagens diferentes de Escherichia
coli. Os resultados de expressdo da enzima recombinante ndo foram conclusivos,
contudo, o presente trabalho traz contribui¢es significativas ao estudo das lacases
produzidas pelo fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063,
demonstrando a capacidade desse organismo de produzir diferentes lacases com potencial

para aplicacdo biotecnoldgica.



ABSTRACT

Laccases belong to the group of multicobre oxidases and the biotechnological
interest in these enzymes is due to the fact that they catalyze reactions involving different
phenolic and amine compounds. The diverse use of these enzymes in the industry
stimulates the search for laccases able to adapt to different industrial processes seeking to
find the optimum cost-benefit ratio. The marine-derived basidiomycete Peniophora sp.
CBMAI 1063, has demonstrated ability to secrete significant amounts of laccase under
optimized conditions (salt) for the enzyme production. Laccases from this organism could
present different characteristics due to its marine origin. The present study aimed to obtain
the laccase sequences from the fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 by transcriptome
analysis in order to perform characterization of these sequences in silico, phylogenetic
analysis, cloning and heterologous expression. A total of 13 laccase isoforms were
obtained corresponding to eight putative genes for the enzyme. Among the 13 isoforms,
eleven were related to extracellular laccases and two to intracellular. All isoforms showed
abundance in GC content (> 52 %) with the amino acid Valine, Leucine, Serine,
Threonine Aspartic Acid as the most representative in the polypeptide composition. The
mass of laccases varied between 53.5 and 64.6 kDa. Nine isoforms showed the amino
acid Leucine and four isoforms showed the amino acid Phenylalanine in the variable
position on the copper type 1 which has regulatory activity on the enzyme. None of the
isoforms showed a similarity over to 57% compared to other laccases sequences deposited
in the NCBI and therefore shown to be potentially different from laccases from other
marine and terrestrial basidiomycetes. The cloning of a DNA fragment that encodes
laccase from Peniophora sp. 1063 CBMAI allowed the assembly of expression systems
based on three different strains of Escherichia coli. The results of recombinant enzyme
expression were inconclusive. However, this study brings significant contributions to the
study of laccases produced by the marine-derived basidiomycete Peniophora sp. CBMAI
1063, demonstrating the ability of this organism to produce different laccases with

potential for biotechnological application.
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1. INTRODUCAO

As lacases (Benzenediol: oxigénio oxi-redutase) [EC 1.10.3.2], séo enzimas de
estrutura glicoproteica amplamente distribuidas na natureza. Tendo sido relatada sua
presenca em plantas, bactérias, insetos, mas principalmente em fungos, e expressamente
nos denominados fungos de decomposicao branca (RIVERA-HOYOS et al., 2013). Essas
enzimas estdo relacionadas a diferentes fungdes fisioldgicas nos grupos de organismos
onde podem ser encontradas, como por exemplo, na formacao de estruturas de resisténcia
bacteriana, no caso de esporos do género Bacillus (ENGUITA et al., 2003); no
metabolismo da lignina em plantas; no enrijecimento da cuticula em insetos, e na
deslignificagcdo promovida por fungos da decomposicdo branca (MAYER; STAPLES,
2002).

Capazes de catalisar rea¢fes envolvendo um vasto nimero de compostos fendlicos
e aminicos (alifaticos e aromaticos), as lacases promovem a oxidacdo do substrato,
utilizando o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons, reduzindo-o a agua ao
final do processo (CLAUS, 2004). Essas caracteristicas fizeram das lacases, um alvo de
intensa investigacdo biotecnoldgica pela chamada “Quimica Verde” (RIVA, 2006), essa
area da quimica busca a obtencdo de produtos e/ou processos que minimizem a producao
de residuos e reduzam o impacto ambiental causado pela utilizacdo de substancias
quimicas na indtstria (LENARDAO et al., 2003).

Como reflexo do seu potencial, estas enzimas tem sido amplamente utilizadas na
industria (KUNAMNENI et al., 2008), mais comumente na industria de papel e celulose
para o tratamento de polpa Kraft (KIRK et al. 2002) e na indUstria téxtil para a
biorremediacdo de corantes (RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006;
BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Apesar das lacases ndo serem reconhecidas como
GRAS (Generally Recognized as Safe), essas enzimas ja foram relatadas para utilizagéo
na inddstria alimenticia, em processos de clarificacdo de bebidas e retirada de compostos

fenolicos que possam provocar sabor indesejado (OSMA et al. 2010).

Diferentes aplica¢cbes demandam enzimas com caracteristicas especificas que se
adequem a cada situacdo e finalidade (NOVOZYMES, 2013). A busca por enzimas com
caracteristicas singulares estimula a prospeccao de micro-organismos capazes de produzir
tais enzimas almejando um o6timo custo-beneficio. Nesse sentido, justifica-se o interesse

por micro-organismos derivados de diferentes ambientes, bem como a utilizacdo da



engenharia genética e mutacao sitio dirigida visando suprir as necessidades de demanda
de mercado (KIRK et al., 2002; JONES; PANG, 2012).

A exploracdo da biotecnologia marinha, atraves da prospec¢do de micro-
organismos derivados desse ambiente, mostra-se promissora (BONUGLI-SANTOS et
al., 2015). Segundo os autores dessa revisdo, enzimas produzidas por micro-organismos
de origem marinha, demonstram caracteristicas distintas daquelas produzidas por
correlatos terrestres, devido a condigdes intrinsecas ao ambiente, como: salinidade,

pressdo, temperatura e luminosidade.

Como resultado dos trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa coordenado pela
Profa. Dra. Lara Durdes Sette, o fungo basidiomiceto derivado de ambiente marinho
Peniophora sp. CBMAI 1063, foi isolado da esponja Amphimedon viridis (coletado na
cidade de S&o Sebastido na costa norte do estado de S&o Paulo, Brasil, MENEZES et al.,
2010), e demostrou a habilidade de produzir lacase sob condicdes salinas e ndo salinas
(BONUGLI-SANTOS et al., 2010).

A condic&o salina relacionada ao cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063
refere-se a presenca de dgua do mar preparada artificialmente (Artificial Sea Water -
ASW). Mas, tendo em vista que o preparo de ASW envolve ao menos nove sais sob
diferentes concentracdes, e que o pico de producdo da enzima se da ap6s cinco dias de
cultivo, a obtencdo de lacases recombinantes seria uma forma eficiente de tornar a
producdo independente dessa condicdo, bem como possibilitar a obtencdo de lacases em
menor tempo de cultivo e com caracteristicas diferenciadas que favorecam, por exemplo,
sua purificacdo, ou que tenham expressdo controlada por acdo de um forte regulador

génico.

O primeiro micro-organismo utilizado como hospedeiro para producdo industrial
de proteina recombinante foi a bactéria Escherichia coli em 1977, e desde entdo
permanece como O sistema procarioto para expressao heterologa de proteinas mais
utilizado (RAI; PADH, 2001). Considerando que essa bactéria foi amplamente estudada,
hoje existem diferentes linhagens disponiveis para serem utilizadas na expressao
heter6loga, cada uma apresentando caracteristicas singulares e permitindo a adequacao

do sistema a diferentes condicGes e necessidades (CHEN, 2012).

Estudos de estrutura, caracterizacao e atividade enzimatica de lacases bacterianas
ja foram realizadas utilizando E. coli como hospedeiro (BENTO et al., 2005; BRISSOS



etal., 2009). Lacases fungicas também ja foram expressas utilizando esse mesmo sistema.
Salony et al. (2008), em trabalho pioneiro expressaram uma lacase do basidiomiceto
Cyathus bulleri, com relativo sucesso. Contudo devido a problemas na sequéncia clonada
a enzima recombinante apresentou aminoacidos adicionais e massa diferente da lacase

nativa.

O amplo conhecimento sobre o sistema de expresséo, associado a facilidade de
manipulacdo, e a possibilidade de otimizacdo da producdo de lacases recombinantes,
reduzindo tempo e os custos, incentivam a utilizacdo da bactéria Escherichia coli, para a
expresséo dessas enzimas (KHOW; SUNTRARACHUN, 2012). Contudo, a obtengdo de
lacases flngicas expressas nesse sistema, e que ainda mantenham boa atividade

enzimatica, permanece como uma barreira que necessita ser superada.

E vasto o nimero de trabalhos com clonagem e expressdo heteréloga de lacases
utilizando primers inespecificos, desenhados a partir da analise de diferentes sequéncias
dessa enzima. Esses primers baseiam-se em 4 regiGes conservadas presentes no sitio ativo
das lacases e que estdo diretamente relacionadas aos ions de cobre presentes nessa enzima
(ENGUITA et al., 2003; CLAUS, 2004; RIVERA-HOYOS et al., 2013).

Contudo, a utilizacdo de primers inespecificos para clonagem e expressdo
heter6loga podem resultar em proteinas recombinantes que nao correspondem aquelas
esperadas (ver SALONY et al., 2008). Nesse sentido, 0 emprego de novas tecnologias,
como o sequenciamento de genomas e transcriptomas possibilitam a obtencdo de genes e
transcritos de um organismo fornecendo sequéncias completas que podem ser utilizadas

para exploracdo biotecnoldgica (MOREIRA, 2013).

Biblioteca de transcritos, ou transcriptoma, representam uma grande fonte de
informacdes a respeito de um organismo, permitindo reconhecer por exemplo, quais
genes estdo sendo ativamente expressos num dado momento (RODOVALHO, 2011). A
analise dessas bibliotecas possibilita ainda, a elucidacdo de processos bioldgicos de um
organismo; relativos ao conteudo génico, aos niveis de expressdo sob uma determinada
condicdo de cultivo, e a analise diferencial de expressdo génica (SURGET-GROBA;
MONTOYA-BURGOS, 2010; WANG et al., 2015).

Atualmente, com o advento dos sequenciamentos de nova geracdo (NGS), e
aprimoramento da bioinformatica, com o desenvolvimento de novos softwares

(MANFRED et al, 2013), tornou-se possivel a montagem de bibliotecas de transcritos



sem a necessidade de um genoma como referéncia (técnica chamada de de Novo
assembly) (SURGET-GROBA; MONTOYA-BURGOS, 2010; LI etal., 2014). Essa nova
técnica tem expandido a possibilidade de anélise dessas bibliotecas para organismos
menos estudados ou recém descobertos (SURGET-GROBA; MONTOYA-BURGOS,
2010).

O presente trabalho teve como objetivo a analise do transcriptoma do fungo de
origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, visando fornecer informacdes a respeito
da expressdo génica desse organismo sob condicdo otimizada para producédo de lacase,
bem como identificar e caracterizar os transcritos desta enzima para ao final, realizar a

clonagem e expressao heterdloga de uma lacase recombinante em Escherichia coli.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Multicobre oxidades

As multicobre oxidases (MCOSs) representam um pequeno grupo de enzimas, cuja
a principal caracteristica é a presenca de quatro ions de cobre em seu sitio ativo
(SAKURAI; KATAOKA, 2007). Esses ions, classificados quanto a espectrometria e a
EPR (Eletron Paramagnétic Resonance), sdo divididos em trés tipos (MOSHKOQV et al.,
2014):

e Cobre tipo 1 (ou T1), paramagnético com absorbancia a 660nm (ox.), confere
coloracdo azul as multicobre oxidases devido ao alto potencial redox, promovido
pela ligacdo a uma cisteina.

e Cobre tipo 2 (ou T2), paramagnético com absorbancia a 730nm (0x.).

e Cobres tipo 3 (ou T3), diamagneticos com absorbancia a 330nm (0x.).

Nas MCOs esses ions estdo distribuidos de modo a favorecer a transferéncia de
elétrons proveniente do substrato enzimatico (MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990). O
cobre T2, juntamente aos dois cobres T3 formam um cluster trinucleado, encarregado de
receber os elétrons do substrato e atuar como sitio de reducédo, enquanto o cobre T1 fica
isolado do cluster e devido ao seu alto potencial redox, apresenta-se como o sitio de
ligacdo do substrato (CLAUS, 2004).

As principais enzimas representantes das multicobre oxidases séo lacases, L-
ascorbases, bilirrubina oxidades e a ceruloplasmina oxidases. A estrutura terciaria dessas

enzimas apresenta, em geral, trés dominios conservados relacionados aos sitios de ligagédo



ao cobre (apenas ceruloplasmina oxidase apresenta 6 dominios), e por isso Sdo
denominados cupredoxin domains (DWIVEDI et al., 2011). A figura 1 ilustra os trés

dominios de uma lacase fangica.

Figura 1 - Demonstracdo dos 3 dominios cupredoxin em lacase do fungo Trametes versicolor. Imagem
adaptada de Dwivedi et al., 2011. D1 - dominio 1; D2 - dominio 2; D3 - dominio 3

2.2 Lacases

Lacases, benzenediol oxigénio 6xido redutase (E.C 1.10.3.2), sdo enzimas com
estrutura monomeérica ou homodimérica capazes de catalisar reacdes envolvendo uma
série de compostos, dentre eles, fenois, aminas aromaticas e tidis. As lacases promovem
a oxidacdo desses compostos reduzindo oxigénio molecular a gua (MADHAVI; LELE,
2009), numa reacdo que envolve ao total, a oxidagdo de quatro substratos e a liberacédo de
duas aguas (RIVA, 2006).

O pH 6timo para atividade dessas enzimas varia de acordo com o organismo e 0
tipo de substrato enzimatico (DWIVEDI et al., 2011). Lacases flngicas costumam
apresentar pH 6timo para oxidacao de fendis entre 3,5 e 5,0 enquanto lacases de plantas
podem variar esse pH 6timo até 9,0 dependendo da funcdo desempenhada. A atividade
sob baixo pH de lacases flngicas esta relacionada ao fato desses organismos apresentarem
bom crescimento em meio acido. Enquanto que as lacases de plantas, por serem enzimas
intracelulares possuem atuacdo atrelada ao pH fisiolégico (DWIVEDI et al., 2011:
MADHAVI; LELE, 2009).

Outra varidvel que interfere na atividade dessas enzimas € a temperatura. Em

média, lacases apresentam atividade otima entre 50 e 70 °C, mas algumas podem



apresentar melhor atividade abaixo de 25 C° como no caso da lacase de Agaricus blasei
(ULLRICH et al., 2005), ou acima de 70 °C no caso de Thermus thermophilus (KIM et
al., 2015).

O tamanho das lacases pode variar de acordo com o organismo, mas em média
fungos e plantas apresentam essas enzimas com massas entre 50 e 100 kDa. Em
contrapartida, lacases bacterianas podem ser bem menores, tendo sido relatado
recentemente a presenca de uma lacase com 27 kDa para a bactéria extremofila Thermus
thermophilus (KIM et al., 2015).

Em geral, essas enzimas apresentam-se como glicoproteinas, com taxas de
glicosilacdo entre 10 e 45% em relacdo a sua massa (CLAUS, 2004; DWIVEDI et al.,
2011). A manose é o carboidrato mais abundante associado a lacases, e juntamente com
outros agucares formam a porcdo glicidica da enzima. Segundo alguns trabalhos, essa
porcdo glicidica oferece maior estabilidade a enzima, diminui a susceptibilidade a
proteases, sinaliza enzimas com atividade extracelular (MADHAVI; LELE, 2009;
GIARDINA et al., 2010; DWIVEDI et al., 2011) e pode atuar diretamente na atividade
enzimatica (VITE-VALLEJO et al., 2009). Mutagdes direcionadas a um Unico sitio de N-
glicosilacdo em Lentinus sp. reduziram entre 50 e 96 % da atividade da lacase modificada
(MAESTRE-REYNA et al., 2015).

2.2.1 Isoformas de lacase e suas familias génicas

A presenca de isoformas de lacase num mesmo organismo é bastante comum. Nos
fungos essa caracteristica fica evidenciada, sendo grande o numero de trabalhos
publicados (ver revisbes MADHAVI; LELE, 2009; DWIVEDI et al.,, 2011). O
ascomiceto Podospora anserina, por exemplo, apresenta trés isoformas da enzima
(DURRENS, 1981), ja os basidiomicetos Trametes versicolor, Ganoderma lacidum e
Trametes multicolor apresentam duas, trés e cinco isoformas respectivamente (KO et al.,
2001; LEITNER et al., 2002; MOLDES et al., 2004).

Essas isoenzimas podem apresentar diferencas no tamanho, pH &timo,
temperatura e afinidade por substrato. Segundo Madhavi e Lele (2009), esse fato levanta
a hipotese dessas isoenzimas desempenharem diferentes atividades fisiologicas sob
diferentes condigdes de cultivo. A expressdo dessas isoformas podem decorrer de um
unico gene ou de genes distintos (ARCHIBALD et al., 1997).



Segundo Giardina e colaboradores (2010) diferentes familias génicas de lacase ja
foram descritas para fungos terrestres, e essa caracteristica parece ocorrer também em
basidiomicetos derivados do ambiente marinho (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). A
quantidade de genes pode variar muito dependendo do organismo, os fungos Agaricus
bisporus e Trametes villosa apresentam dois e cinco genes para a enzima, respectivamente
(GIARDINA et al., 2010). Enquanto Laccaria bicolor apresenta nove (COURTY et al.,
2009) e Coprinopsis cinerea 17 genes de lacase (KILARU et al., 2006).

Esses genes podem ser alélicos ou nado, variar na composic¢ao de aminoacidos nas
regides codificantes e ndo codificantes (introns e exons), e estarem sujeitos a diferentes
promotores (KILARU et al., 2006). Contudo, pouco se sabe sobre as condi¢Oes que
regulam a expressdo desses genes. Estagio de desenvolvimento, localiza¢do no organismo
e presenca de indutores no meio podem ser variaveis envolvidas na regulacdo desses
genes (WANG et al., 2015), mas novos estudos precisam ser realizados visando a

elucidacéo desses mecanismos.
2.2.2 Estrutura das lacases

O estudo e caracterizacao dos genes de lacase baseia-se na cadeia de aminoacidos
gue constituem essas enzimas, mais precisamente, em quatro regiGes conservadas
responsaveis pela ligacdo dos quatro ions de cobres a enzima (GIARDINA et al., 2010).
Denominadas L1, L2, L3 e L4, essas regides sdo formadas por sequéncias de 8 a 23
aminoéacidos, sequenciais e ininterruptas onde estdo presentes os 12 aminoacidos que
ancoram o cobre T1, T2 e a dupla de cobres T3 (KUMAR et al., 2003).

Em geral, lacases apresentam o cobre T1 flanqueado por dois residuos de
histidina, um residuo de cisteina e um residuo variavel, que pode ser metionina no caso
de lacases bacterianas, leucina ou fenilalanina, no caso de lacases fungicas (DWIVEDI et
al., 2011). Ja o cluster trinucleado apresenta apenas residuos de histidina como ligantes.

A figura 2 demonstra a representagéo do sitio ativo de lacases.

Como dito anteriormente, o residuo de cisteina ligado ao cobre T1 confere a ele
maior potencial oxidativo em relacdo ao cluster trinucleado e, além disso, esse residuo
atua como transportador de elétrons provenientes do substrato, direcionando-os ao cluster
trinucleado, onde ocorre a reducao de oxigénio molecular & &gua (MESSERSCHMIDT;
HUBER, 1990).



Figura 2 - Representacdo esquematica do sitio ativo de lacases. Figura adaptada de Claus (2004).
X - aminoé&cido variavel; Cul - cobre T1; Cu4 - cobre T2; Cu 2 e 3 - par de cobres T3
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2.2.3 Interesse biotecnoldgico e aplicacao das lacases

O amplo espectro de substratos enzimaticos, associado ao fato de produzirem agua
como Unico subproduto, faz das lacases alvos de constante investigacdo biotecnoldgica
para aplicacdo em processos industriais dentro da chamada quimica verde (ver RIVA,
2009). Nesse sentido, os fungos da decomposic¢ao branca despontam como os principais
produtores dessas enzimas (BALDRIAN, 2006).

Lacases pertencem ao grupo das enzimas ligninoliticas presentes no conjunto
enzimético secretado pelos fungos da decomposi¢do branca, e, juntamente com a
manganés-peroxidase e a lignino-peroxidase, promovem a degradacdo da lignina
(LEONOWICZ et al., 2001). Baseado nessa caracteristica, uma das principais aplicacoes
para as lacases ocorre na industria de papel e celulose, para o pré-tratamento da lignina,
e nos processos de branqueamento da polpa Kraft (RODRIGUEZ COUTO; TOCA
HERRERA, 2006).



Outra aplicacao para essas enzimas, se da na industria téxtil para a descoloracdo
de corantes e no tratamento de tecidos (KUNAMNENI et al., 2007). Devido a natureza
sintética e a variedade na composi¢do quimica, muitos corantes derivados da industria
téxtil permanecem como substancias recalcitrantes que poluem cursos d’agua, gerando
toxicidade e prejudicando ecossistemas (O’NEILL et al., 1999; HOU et al., 2004). A
utilizacdo de lacases para degradagédo e detoxificacdo desses corantes aparenta ser um
procedimento eficiente (ABADULLA et al., 2000; HOU et al., 2004; BONUGLI-
SANTOS et al., 2016)(ABADULLA et al., 2000; HOU et al., 2004). Além disso, a
utilizacdo dessas enzimas para o tratamento de tecidos como o denim vem crescendo, e
atualmente dois produtos comerciais baseados em sistemas de lacases estdo disponiveis
no mercado, DeniLite® (Novozyme) e Zylite® (Zytex) (COUTO; TOCA-HERRERA,
2006).

Devido a presenca de polifendis em sucos, cervejas e vinhos, lacases também
podem ser utilizadas na industria de bebidas (KIRK et al., 2002). E apesar de ndo serem
consideradas GRAS (Generally Reconized As Safe), as lacases tém sido utilizadas na
forma imobilizada, de maneira satisfatéria propiciando inclusive a reutilizacdo dessas
enzimas (BRENNA; BIANCHI, 1994).

Envolvidas em processos de estabilizacao e descoloracéo, as lacases podem ainda
atuar como biosensores, indicando a contaminacdo de uvas destinadas a producao de
vinhos (MINUSSI et al., 2002). Além disso, a utilizacdo de lacases parece auxiliar na
preservacao, retirada de odores e melhora no sabor de alimentos como molhos, dleos e
chocolates (OSMA et al., 2010).

Outras aplicagdes das lacases incluem sintese organica, producéo de farmacos e
utilizagcdo na nanotecnologia (KUNAMNENI et al., 2008). Contudo, apesar do amplo
potencial de utilizacdo dessas enzimas, a busca por lacases capazes de se adaptar a
diferentes processos, aliada a uma producdo em larga escala e custos reduzidos,
permanece uma constante (MINUSSI et al., 2002; OSMA et al., 2010). Isso estimula a
prospeccdo de micro-organismos em diferentes ambientes, bem como a construcdo
organismos geneticamente modificados, capazes de produzir lacases sob a condigédo
6tima de custo/beneficio.
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2.3 Fungos derivados do ambiente marinho

Fungos derivados do ambiente marinho séo todos aqueles isolados de substratos
ou aguas marinhas, incluindo os marinhos obrigatérios e facultativos (SINGH et al.,
2012).

Dentre os substratos utilizados para o isolamento desses organismos, destacam-
se 0s materiais vegetais ricos em material lignocelulésico, tais como madeira, folhas e
frutos (SRIDHAR et al., 2012). N&o obstante, tem sido relatada a produgéo de enzimas
lignoceluloliticas por fungos derivados do ambiente marinho, dentre elas lacasses,
celulases e hemicelulases (BUCHER et al., 2004; LUO et al., 2005). Entretanto, a maioria
dos isolados de fungos derivados do ambiente marinho sdo obtidos a partir de esponjas
(GAO et al., 2008).

As esponjas marinhas sao invertebrados que constituem comunidades bentdnicas
ao redor do mundo e apresentam-se como microhabitats ricos em diversidade de micro-
organismos, e como fonte de recursos biotecnoldgicos (MENEZES et al., 2010). Segundo
Rateb e Ebel (2011), 19% dos compostos com importancia tecnolégica, produzidos por

fungos derivados do ambiente marinho, foram obtidos a partir de esponjas.

De acordo com Bonugli-Santos e colaboradores (2015), enzimas microbianas
derivadas do ambiente marinho podem apresentar caracteristicas diferentes daquelas
encontradas em enzimas correlatas produzidas por micro-organismos terrestres. De fato,
caracteristicas intrinsecas ao ambiente conferem diferentes propriedades fisioldgicas a
essas enzimas, como alta tolerancia a salinidade, termoestabilidade e baroestabilidade
(RAGHUKUMAR, 2008). Dados moleculares recentes reafirmam essa diferenga; em
analise feita por Passarini e colaboradores (2015), demonstrou-se que 0s genes de lacase
originados de fungos derivados do ambiente marinho agruparam apenas com sequéncias
de outros fungos também derivados desse ambiente, formando um grupo separado dos

genes de lacases de fungos terrestres.

Baseado nessas caracteristicas, a aplicacéo biotecnoldgica dessas enzimas pode se
destinar a ambientes ou processos salinos, como por exemplo no tratamento de efluentes
da industria téxtil. Raghukumar e colaboradores (1999) demonstraram a eficiéncia do
basidiomiceto de origem marinha Flavodon flavus na degradacdo dos corantes Poly-B,
Poly-R, Congo Red, Remazol Brilliant Blue R e Azure. Além disso, Passarini e

colaboradores (2011) demonstraram a habilidade de oito fungos isolados a partir de
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cnidarios da costa marinha brasileira na descoloracdo do corante Remazol Brilliant Blue

R, e na degradacéo de HPAs (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos).

Magrini (2012) estudou a producédo de enzimas ligninoliticas (incluindo lacases)
por basidiomicetos marinhos e sua relacdo com a degradacdo de HPAs. Enquanto estudos
conduzidos por Vasconcelos (2015) demonstraram a relacdo da producéo de lacases por
ascomicetos derivados do ambiente marinho, com a descoloracdo de corantes téxteis e
degradacdo de HPAs. Recentemente, o trabalho realizado por Bonugli-Santos e
colaboradores (2016) demonstrou a habilidade do basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI
1063 em descolorir o corante téxtil preto reativo 5, sem gerar subprodutos toxicos durante
a descoloracdo. Desse modo, fica destacado o potencial biotecnoldgico de lacases

produzidas por fungos derivados do ambiente marinho.
2.3.1 Peniophora sp. CBMAI 1063

O fungo basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI 1063 foi isolado da esponja
Amphimedon viridis (coletado na cidade de S&o Sebastido na costa norte do estado de S&o
Paulo, Brasil, MENEZES et al., 2010) e demostrou a habilidade de produzir lacase sob
condicdes salinas e ndo salinas; o fungo basidiomiceto apresentou producéo de 709 U/L
sob condicdes salinas em escala de erlenmeyer (50 mL), ap6s 21 dias de cultivo
(BONUGLI-SANTOS et al., 2010). Uma lacase produzida por esse fungo e
posteriormente purificada, apresentou massa de 67 kDa com melhor atividade sob pH 3,0

e temperatura de 60 °C (dados ndo publicados).

O potencial de aplicacdo tecnologica para a lacase produzida pelo Peniophora sp.
CBMAI 1063 estimulou o desenvolvimento de planejamento experimental que resultou
num processo de otimizagdo das condicdes de cultivo para producdo da enzima. O
processo otimizado de producdo da enzima foi depositado pela Profa. Dra. Lara D. Sette
(UNESP), Dra. Rafaella C. Bonugli-Santos (UNICAMP) e colaboradores junto ao INPI
visando a obtencéo de patente (NUmero de registro: BR10201400850, data de deposito:
09/04/2014, titulo: “Processo de obtengdo da enzima lacase por fungo marinho, enzima

lacase e uso da mesma”)

Os estudos realizados por Mainardi (2015), demostraram a habilidade do fungo
Peniophora sp CBMAI 1063 para produzir lacases em biorreator de bancada (3,5 L) em
quantidades superiores aos cultivos em frascos (50 mL) sob agitagdo. Em adigéo, os

estudos de Mainardi (2015) sugerem que o fungo em questdo corresponde a uma linhagem
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adaptada ao ambiente marinho, tendo em vista a necessidade da condicdo salina para
obtencdo de biomassa representativa e producdo significativa de lacases, além da
necessidade de suplementacdo do meio com sulfato de cobre.

Dados recentes apontam a presenca de mais uma isoforma de lacase para esse
basidiomiceto. A nova enzima purificada a partir de cultivo em biorreator de bancada,
apresentou massa de 55 kDa (dados ndo publicados). Além disso, analises prévias de
obtencdo e caracterizacdo génica demonstram a presenta de dois genes putativos de lacase
para o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 (BONUGLI-SANTOS, 2010).

2.4 Expressao heterdloga de lacases

Apesar da constante prospeccdo de micro-organismos para producdo de lacases,
poucos exemplos praticos de aplicacdo industrial sdo relatados, e isso se deve
principalmente a incompatibilidade dos isolados com as escalas de fermentacédo elevadas
(PISCITELLI et al., 2010). Tendo em vista 0 amplo campo de atuacdo para as lacases e
a demanda cada vez maior desta enzima, se faz necessaria a utilizacdo de alternativas,
como a expressdo heterologa, para a obtencdo dessas enzimas em larga escala (MINUSSI
et al., 2002; OSMA et al., 2010).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos ja foram relatados como hospedeiros
para a expressdo heterologa de lacases (LARRONDO et al., 2003; WU et al., 2010;
YANG et al., 2015). Dentre as bactérias, o sistema mais utilizado se baseia em E. coli,
tendo sido descritas mais de 10 lacases diferentes expressas utilizando esse sistema
(PISCITELLI et al., 2010).

A expressdo da lacase de Aeromonas hydrophila em E. coli, mostrou-se eficiente,
com a obtencdo da enzima recombinante na sua forma ativa, presente em grandes
quantidades no citoplasma da célula hospedeira (WU et al., 2010). Estudos de
caracterizacdo da lacase CotA de Bacillus subtilis foram igualmente realizadas utilizando
E. coli como hospedeiro para expressdo da enzima recombinante e permitiram identificar
a atuacdo da enzima sobre a formacdo do endosporo em B. subtilis (MARTINS et al.,
2002).

Sistemas de fermentacdo baseados em E. coli geralmente produzem proteinas
recombinantes através de processos mais rapidos e econdmicos que aqueles baseados em
fungos (ROSANO; CECARELLI, 2014). Contudo, quando se trata da expressdo de
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enzimas eucaridticas, a utilizacdo de leveduras e fungos filamentosos como sistema de

expressao parece ser o mais indicado.

Dentre os sistemas eucaridticos, as leveduras apresentam facilidades semelhantes
aos sistemas bacterianos, como rapido crescimento e a facilidade na manipulago génica.
Aliado a isso, sdo capazes de realizar modificacbes poOs-traducionais na proteina
recombinante de modo semelhante ao que ocorre na proteina nativa (BUCKHOLZ;
GLEESON, 1991). As leveduras Sacharomyces cerevisae e Pichia pastoris despontam
como 0s principais sistemas utilizados para expressdo de lacases recombinantes
(PISCITELLI etal., 2010). Entretanto sistemas baseados em leveduras ndo convencionais
como Yarrowia lipolytica também demonstraram a capacidade de produzir grandes
guantidades dessa enzima (JOLIVALT et al., 2005).

Apesar do aparente sucesso na producao de lacases recombinantes por leveduras,
por hora, os fungos filamentosos despontam como modelos para o escalonamento
industrial, tendo em vista a atual comercializa¢do de produtos baseados nesse sistema. A
primeira lacase comercial, por exemplo, deriva do ascomiceto Myceliophthora
thermophila expressa em Aspergillus oryzae. O produto comercializado destina-se ao
tratamento de tecidos (PISCITELLI et al., 2010).

2.5 Sequenciamento de transcriptomas

O sequenciamento é a técnica utilizada para identificacdo sequencial de
nucleotideos de uma dada molécula de DNA. No final dos anos 1970 dois métodos foram
desenvolvidos, sendo importante ressaltar o método estabelecido por Sanger e
colaboradores (1977), que permitiu o sequenciamento completo do genoma viral do
bacteriofago ¢x174 com cerca de 5375 pares de bases. Inicialmente 0 metodo era capaz
de sequenciar entre 200 e 300 pb por corrida, mas apos a otimizagdo, com a substitui¢éo
dos géis por capilares e a aplicacdo das amostras por eletroinjecéo, tornou-se possivel o
sequenciamento simultaneo de até 384 amostras por corrida com a identificacdo de pelo
menos 700 pb com boa qualidade (FIETTO; MACIEL, 2015).

Com o passar do tempo, novos métodos foram desenvolvidos e atualmente, com
0s sequenciamentos de nova geracdo (NGS - Next Generation Sequencing), diferentes
plataformas possibilitam o sequenciamento de DNA em larga escala. A primeira
plataforma NGS desenvolvida foi denominada 454, devido ao nome do sequenciador da
Roche (454 GS20), e possibilitou o sequenciamento do genoma completo da bactéria
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Mycoplasma genitalium com pouco mais de 508.000 pb numa Unica corrida de 4 horas
(MARGULIES et al., 2005). Outras plataformas NGS existentes hoje sdo a SOLID e a

IHlumina.

As plataformas 454 e SOLID realizam o sequenciamento baseado no mesmo
mecanismo de amplificacdo dos fragmentos, no caso, a PCR em emuls&o; ja a plataforma
llumina, realiza a PCR em placas de vidro (flowcell), promovendo a chamada
amplificacdo por ponte. Nesse método a amostra é fragmentada e ligada a adaptadores,
esses adaptadores se ligam a oligonucleotideos presentes na flowcell, e apds 35 ciclos de
amplificacdo, cada fragmento gera um cluster com até 1 milh&o de copias. O processo de
sequenciamento se d& por sintese de fita complementar utilizando-se
didesoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com fluoroforos, a cada ddNTP adicionado
pela polimerase, libera-se luz que é absorvida por um sensor e interpretada por um
software que determina a identidade da base. Cada cOpia gera um read, ao final do
processo, milhGes de reads séo gerados, garantindo uma excelente qualidade/base de cada
fragmento da amostra (FIETTO; MACIEL, 2015).

O sequenciamento de genomas permite a obtencéo de informacdes a respeito do
conjunto total de genes de um determinado organismo, possibilitando, dentre outros, o
reconhecimento da estrutura, diversidade e funcdo desses genes. Contudo, o
sequenciamento gendmico ndo possibilita estudos de fisiologia génica, como a obtencéo
de dados sobre a expressao e regulacdo dos genes sequenciados. Para essa abordagem, é
necessario realizar o sequenciamento do transcriptoma, que € o conjunto de transcritos

expressos numa determinada condi¢cdo (MOREIRA, 2013).

Devido a instabilidade das moléculas de RNA, o sequenciamento direto desse
acido nucleico mostra-se como um processo inviavel. Contudo a conversdao de RNA em
cDNA através da enzima transcriptase reversa possibilita o sequenciamento indireto dos
transcritos (FIETO; LUMEGO, 2015). Devido ao baixo custo e a agilidade, o
sequenciamento de transcriptomas é realizado utilizando sequenciadores NGS (MUTZ et
al., 2013) e, dentre as trés plataformas apresentadas anteriormente, o método Illumina
possibilita o sequenciamento de novo, que permite a montagem da biblioteca de

transcritos sem a necessidade de comparacdo com um genoma de referéncia.

Essa abordagem possibilita a descoberta de novos genes em organismos pouco
estudados ou recém descobertos (MOROZOVA et al., 2009). Além disso, permite a



15

analise diferencial da expressao génica, identificacdo de mecanismos de processamento
génico como splincing alternativo, analises de polimorfismo, entre outros (MUTZ et al.,
2013). Andlises de novo do transcriptoma de fungos tém sido utilizadas para a elucidacdo
de relacdes patogeno/planta, no caso de fungos fitopatogénicos (ARAGONA et al., 2014;
HO et al., 2016), mas também para descoberta de novos genes funcionais, no caso do
fungo medicinal Phellinus linteus (HUANG et al., 2015).

E importante ressaltar que trabalhos com sequenciamento de transcriptomas de
organismos derivados de ambiente marinho sdo escassos, e que até o presente momento

nenhum basidiomiceto marinho ou derivado desse ambiente foi sequenciado.
3 OBJETIVOS

O presente trabalho estd associado ao projeto Fapesp 2013/19486-0
“Biotecnologia marinha e Antartica: enzimas microbianas e suas aplicacdes”, sob a
coordenacao da Prof. Dra. Lara Durdes Sette. O objetivo principal deste estudo foi a
analise do transcriptoma do fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063,
expresso em condicOes otimizadas para producdo de lacase, visando obter os transcritos

dessa enzima para caracterizacgdo in silico, clonagem e expressao heteréloga.

3.1 Objetivos especificos
e Montagem e anotagéo do transcriptoma do basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI
1063
e Analise e caracterizacdo in silico dos transcritos de lacase
e Selecdo de um transcrito e clonagem em Escherichia coli
¢ Montagem de sistema de expressdo da lacase recombinante em Escherichia coli
e Avaliagéo da expressao da lacase recombinante

e Andlise qualitativa de atividade enzimética da lacase recombinante
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultivo do fungo e extracdo de RNA

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 foi cultivado em erlenmeyer durante 7 dias
sob condic¢es otimizadas para a expressdo de lacases. O meio de cultivo foi constituido
de extrato de levedura 0,2 %, peptona bacterioldgica de caseina 0,27 %, extrato de malte
0,14 % e glicose 0,27 %, em &gua do mar artificial (ASW) adaptado de KESTER et al.,
1967, com MgCl. 0,704 %, CaCl2 0,098 %, SrCl> 0,001 %, NaCl 1,555 %, Na,SO4 0,261
%, KCL 0,044 %, NaHCO3 0,013 %, KBr 0,006 % e H3BO3 0,002 % e suplementado
com 2 mM de CuSOea.

O RNA total do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 foi extraido utilizando o
método de “Fenol quente” (KOHRER; DOMDEY, 1991) modificado, e o kit
RNeasyPlant Mini Kit QUIAGEN (de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante).
4.2 Quantificacao e verificacdo da integridade do RNA

A quantificacdo das extracdes foi feita utilizando o espectrofotdmetro para acidos
nucleicos Thermo Scientific NanoDrop 2000. Ja a visualizacdo da integridade e presenca
de DNA nas amostras foi feita utilizando gel de agarose a 0,7 % em cuba de eletroforese
pequena para oito pocos. Apds a corrida sob 80 v por 1 h, o gel de agarose passou por
banho em gel Red (Biotium) por 30 min para coloracdo das bandas.

4.3 Sequenciamento

As amostras com concentracdo e qualidade de RNA adequadas foram enviadas a
empresa Macrogen (Coreia do Sul), para sequenciamento utilizando a plataforma
IlluminaHiSeq 2000. O sequenciamento paired-end foi realizado em um terco de lane do

sequenciador.
4.4 Pré-processamento dos reads

Os arquivos recebidos da Macrogen no formato FASTQ foram baixados e
verificados utilizando a chave MD5SUM. As sequéncias (reads) foram inicialmente
passadas por um controle de qualidade utilizando-se o programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Esse programa gera
gréficos que mostram a qualidade Phred por base da sequéncia, tamanho, presenca de Ns,
e sequéncias super-representadas que indicam presenca de adaptadores utilizados na etapa
de preparagédo da biblioteca para sequenciamento. Posteriormente os reads foram
passados no programa Trimmomatic (BOLGER et al., 2014) onde foram excluidas as

sequéncias com bases com baixa qualidade.
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4.5 Montagem dos contigs e anotacao

A montagem de transcritos (contigs) foi processada pelo programa Trinity
(GRABHERR et al., 2013) e ap0s a formacdo dos contigs foram obtidas as sequéncias
codificadoras que passaram entdo pela anotagdo no programa Blast2GO (CONESA et al.,
2005). Para as andlises com os transcritos de lacase foram utilizados todos os contigs
obtidos para essa enzima, mas para as demais analises foram selecionados apenas 0s
contigs sem redundancia, que passaram a ser chamados de unigenes. Inicialmente foi
realizado o BLASTX de todos os unigenes na base de dados NR (Non-redundant protein),
posterior a isso foi realizada a atribui¢do dos termos de GO (Gene ontology), bem como
a atribuicdo de EC (Enzyme Comission), e a verificacdo de dominios conservados no

InterProScan.

4.6 Obtencdo dos transcritos de lacase, andlises e selecdo da sequéncia para

clonagem

Ap0s a conclusdo da etapa de anotacdo e obtengdo das isoformas de lacase, foi
realizada a triagem de todas as sequéncias buscando aquelas que apresentavam todas as
quatro regides conservadas (L1, L2, L3 e L4). A partir dessas sequéncias foram realizados
o alinhamento e as analises similaridade utilizando o software BioEdit (versdo 7.0).
Foram também realizadas andlises de composicdo peptidica utilizando o software
GeneRunner (Versao 5.0.66) e a predicdo do sitio de clivagem peptidica utilizando o

software SignalP 4.1 (online).

Dez sequéncias foram recuperadas do GeneBank para as analises de similaridade
e observacdo das regides conservadas. Essas sequéncias foram selecionadas baseadas nos
resultados de BLASTX dos transcritos.

A montagem da arvore filogenética foi realizada utilizando o software MEGA 6,
baseado nas sequéncias de aminoacidos entre as regides L1 e L2 (aproximadamente 150
aa), utilizando o método Neighbor-joining com Bootstrap de 1000 repeti¢cdes. As
sequéncias recuperadas do GenBank e utilizadas para montagem da arvore foram
selecionadas baseadas nos trabalhos de Bonugli-Santos et al., (2010) e Passarini et al.,
(2015).

Para sele¢do da sequéncia que a ser clonada, buscou-se aquela que apresentava o

maior numero de reads para formacéo do contig baseado no fator FPKM, o qual calcula
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0 numero de reads dividido pelo tamanho do fragmento sequenciado (Trinity),
possibilitando a determinacdo da lacase mais expressa na condicéo otimizada. O segundo
critério analisado foi a presenca de ORF (Open Reading Frame) completa. Anélises de
similaridade entre as isoformas permitiram selecionar aquela que melhor se adequava aos

critérios estabelecidos.
4.7 Desenho dos primers para obtencéo do transcrito selecionado

Os primers para obtencdo do gene selecionado foram desenhados utilizando o
programa GeneRunner (Versao 5.0.66), observando-se a possivel formacao de grampos

e hibridos, bem como a temperatura 6tima de anelamento (TM).

Esses primeiros primers foram nomeados Lacl15071F e Lacl5071RB e a

sequéncia dos respectivos oligonucleotideos encontram-se no Anexo 1.

4.8 Amplificacéo, isolamento e purificacdo do fragmento de cDNA codificante para

lacase

Parte do RNA obtido na extracdo foi convertido em cDNA por RT-PCR,
utilizando um dnico primer, o reverse oligodT. O cDNA obtido foi entdo utilizado como
template para a reacdo de PCR touchdown com a Pfu Phusion polimerase (ThermoFisher)
e os primers Lac15071F e Lac15071RB. A visualizacdo dos produtos da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) foi feita em gel de agarose 0,7 %, e seguindo 0 mesmo protocolo

descrito no item 4.2.

As bandas que apresentaram o tamanho esperado para o fragment foram retiradas
do gel com auxilio de um bisturi e purificadas utilizando o GeneJET gel Extraction Kit
(ThermoFisher). A concentragdo das amostras foi medida utilizando espectrofotdmetro
para &cidos nucleicos Thermo Scientific NanoDrop 2000 e para confirmacédo da extragédo
e visualizacdo da integridade do fragmento, uma aliquota foi novamente aplicada em gel

de agarose 0,7 % nas mesmas condi¢Oes acima descritas.
4.9 Clonagem, preservacao e confirmacao

Para a clonagem do fragmento foi utilizado o vetor TOPO TA (Invitrogen -
ThermoFisher), e a transformacdo se deu em bactérias E. coli DH10B quimicamente
competentes, que posteriormente foram plaqueadas em LB suplementadas com

Canamicina (marca de selecdo do vetor) e X-gal.



19

A ligacao do fragmento no vetor TOPO se da pelo sitio multiplo de clonagem que
esta inserido dentro do gene lacZ, esse codifica a enzima beta-galactosidase que degrada
lactose em glicose e galactose. X-gal € um anélogo sintético de lactose associado a um
cromoforo que quando degradado libera o composto do grupo indol de coloracao azul.

Esse mecanismo é também chamado de alpha-complementacéo.

Considerando o mecanismo do vetor, a selecdo dos clones positivos (para a
presenca do fragmento) foi possivel de ser realizada por observacéo visual. Desta forma,
colbnias com coloracéo branca foram consideradas positivas e coldnias com coloracéo

azul foram consideradas negativas.

A confirmacéo para presenca do fragmento nos clones considerados positivos foi
realizada através da técnica de single colony. Essa técnica permite a visualizacdo de todo
contetdo génico presente nas colonias isoladas, através de lise celular por SDS e posterior

corrida das amostras em gel de agarose.

As colonias confirmadas como positivas foram entdo preservadas em meio LB +
glicerol 40 % a - 80 °C. Trés transformantes foram selecionados para o ensaio de restri¢ao

enzimatica visando confirmar a natureza do fragmento presente nos vetores de clonagem.

O ensaio de restrigdo foi realizado utilizando os vetores de clonagem como
template. Esses foram extraidos de cada uma das trés colbnias transformadas pelo
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher). Uma clonagem in silico utilizando o
programa Clone Manager 6.0 foi realizada previamente para guiar o ensaio de restrigéo.
O ensaio procedeu utilizando as enzimas Dralll, Xhol e EcoRI (ThermoFisher), seguindo
os protocolos de cada enzima (fabricante) e permitiram a observacdo de diferentes
padrdes de banda. Os produtos de reagéo foram visualizados em gel de agarose 0,7 %,

seguindo as mesmas condic¢des descritas no item 4.2.
4.10 Sequenciamento dos vetores de clonagem

Os vetores de 10 colbnias confirmadas como positivas foram enviados a
Macrogen para sequenciamento, utilizando primeiramente dois primers universais para o
vetor TOPO TA (M13F e M13R). Ap0s obtidas as sequéncias, um novo sequenciamento
foi solicitado utilizando primers internos, esses foram desenhados utilizando por base o

resultado do primeiro sequenciamento. 1sso foi necessario pois 0 método de Sanger possui
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limitacGes relacionadas a qualidade/base quando as sequéncias sdo maiores do que 1000

pb.

Os primers utilizados no segundo sequenciamento foram desenhados utilizando o
programa GeneRunner (Versdo 5.0.66), observando-se a possivel formacdo de grampos
e hibridos, bem como a temperatura étima de anelamento (TM).

Esses primers foram nomeados Forward e Reverse e a sequéncia dos respectivos

oligonucleotideos encontram-se no Anexol.

As sequencias do primeiro e segundo sequenciamento foram entdo analisadas em
conjunto e comparadas com a sequéncia molde fornecida pela analise do transcriptoma
do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063, utilizando o programa Sequencher 4.6 (demo

version).
4.11 Correcao e adequacao do fragmento de cDNA clonado

Devido a necessidade de reparo na sequéncia clonada e de insercdo de sitios para
ligacdo no vetor de expressdo, foi realizado o reparo e adequacéo do fragmento utilizando

dois novos primers.

Esses primers foram nomeados Lac35B_pLacF e Lac35B_pLacR, e a sequéncia
dos respectivos oligonucleotideos encontram-se no Anexol. Além da funcéo de correcao,
os primers tiveram a funcdo de adicionar os sitios de restricdo Hindlll e EcoRl, nas

porcdes 5° e 3” do fragmento, respectivamente.

Foram realizadas reacGes de PCR utilizando trés polimerases diferentes, Taq
(Promega), Pfu Phusion e Pfu Platinum (ambas ThermoFisher). As reagdes utilizaram o
fragmento clonado no vetor TOPO como template e o par de primers acima descritos. Os
produtos de reacéo foram aplicados em gel de eletroforese seguindo as mesmas condic6es

descritas no item 4.2.

Os fragmentos com o tamanho esperado foram isolados do gel, purificados em
coluna por Kit (ThermoFisher) e entdo novamente clonados em pJET 1.2 Blunt
(ThermoFisher). Procedeu-se entdo aos ensaios de sele¢do, verificagdo e sequenciamento

seguindo os protocolos e técnicas descritos nos itens 4.8 e 4.9.
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4.12 Montagem do sistema de expressdo em Escherichia coli

Para montagem do sistema de expressdo, foi selecionado o vetor pLAC?2a,
construido por Lacerda e Ferreira (dados ndo publicados), e que deriva do sistema pBAD.
Esses vetores apresentam a regido para, promotor regulado por arabinose, e 0 gene de

resisténcia a gentamicina como fator de selegéo.

Baseado no sequenciamento dos variantes, foi selecionado apenas um para dar
continuidade aos ensaios de expressdo. Apos a extracao dos plasmideos (Miniprep Kit -
ThermoFisher), foi realizado o tratamento enzimatico deles utilizando as enzimas Hindl11

e EcoRlI para liberacdo do fragmento codificante da lacase.

O produto das reacdes foi aplicado em gel de agarose seguindo as mesmas
condicGes ja citadas no item 4.2. As bandas com tamanho esperado foram isoladas do gel,
purificadas e ligadas ao vetor pLAC?2a, previamente tratado com as mesmas enzimas
utilizadas no fragmento. A reacdo de ligacao foi realizada utilizando a enzima T4 ligase

(ThermoFisher) seguindo o protocolo do fabricante.

Inicialmente, os produtos da ligagcdo foram transformados na linhagem DH10B, e
apos sequenciamento do vetor de expressdo, outras duas linhagens também foram
transformadas: BL21(DE3) e Rosetta. A sele¢do dos transformantes positivos para o vetor
foi feita por plaqueamento em meio LB suplementados com o antibiético gentamicina (L-
Genta). Apos confirmacdo da presenca do vetor através de single colony, cada linhagem

transformada foi preservada em LB + glicerol 40 % a - 80 °C.
4.13 Andlise da expressdo da lacase recombinante através de ensaio de SDS-PAGE

Para os ensaios de expressdo, as linhagens transformadas foram reativadas em
placa LB + antibiotico, cultivadas em estufa bacteriologica, overnight a 37 °C. A partir
dessas culturas foram preparados 0s pré-indculos em 3 mL de LB + antibidtico,
suplementados com 0,5 mM de CuSOs e cultivados em shaker, overnight a 37 °C e 200

rpm.

Para o preparo do inoculo, foi feita a diluicdo 1:50 do pré-indculo em L-Genta
suplementado com 0,5 mM de CuSOQa. O indculo foi cultivado até atingir a DO de 0,5,

aproximadamente 2 h em shaker, a 37 °C e 200 rpm.

Atingida a DO necessaria, uma aliquota de 1,5 mL, foi centrifugada a 12.000 rpm,
e retirado o sobrenadante, para congelamento do pellet a - 20 °C. Apoés essa etapa, foi
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adicionada arabinose a 0,03 % ao inoculo para inducdo da transcricdo da lacase
recombinante. A cultura foi incubada em shaker por 1 h a 37 °C e 200 rpm. Apds essa
etapa, uma nova aliquota de 1,5 mL foi retirada e a preservacdo do pellet foi realizada a
- 20 °C (seguindo procedimento acima descrito). Novamente a cultura foi incubada por
mais 1 h a 37 °C e 200 rpm. Ao final foi retirada mais uma aliquota de 1,5 mL e a

preservacédo do pellet foi realizada a - 20 °C.

As seguintes condicOes para expressdo da lacase recombinante foram avaliadas:
cultivo sem inducdo, cultivo em meio induzido por arabinose durante 1 h, cultivo em meio

induzido por arabinose por 2 h.

A extracdo das proteinas totais foi feita em tampdo SDS-Betamercaptoetanol
(SAMBROOK et al., 1989). Apos fervura e centrifugacdo, as amostras foram aplicadas
em gel de SDS-Poliacrilamida por 1h e 30 min a 100V. O gel foi corado em solucéo de
comassie blue por 30 min e depois descorado sob agitacdo continua em solucdo de

metanol/acido acético, até a perfeita visualizacdo das bandas (aproximadamente 2 h).
4.14 Avaliagdo qualitativa de atividade enzimatica da lacase recombinante

A analise qualitativa da atividade enzimatica da lacase recombinante, foi feita
adaptando-se o protocolo de screening para enzimas ligninoliticas (VERMA et al., 2010).
Da reativacdo das linhagens até a obtencédo de indculo na DO 0,5, seguiu-se o protocolo

descrito no item 4.12.

A partir dos ino6culos padronizados, foram feitos diferentes tratamentos
modificando as condi¢des do meio cultivo. Ao total, foram analisadas quatro condi¢cdes
diferentes: cultivo em meio com adic¢do de glicose 2 %, cultivo em meio induzido por
arabinose 0,03 %, cultivo em meio induzido por arabinose 0,05 % e cultivo em meio sem

inducdo ou represséo.

Apds os tratamentos, as culturas foram incubadas por 1h a 37 °C e 200 rpm. Ap06s
o cultivo, aliquotas de 3mL foram retiradas e centrifugadas a 12.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado, e o pellet foi lavado com solucdo tampé&o acetato de sodio 0,1 M. Apos
nova centrifugacéo e descarte, o pellet foi eluido em 1 mL de tampdo acetato e procedeu-
se a lise quimica das células por SDS 0,5 %.
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Ap06s mais centrifugacdo, 100 uL foram coletados do sobrenadante e aplicados em
placa de &gar-guaiacol, previamente preparada e contendo pocos para aplicacdo das

amostras.

As placas de &gar-guaiacol foram incubadas, overnight a 37 °C em estufa
bacterioldgica. A presenca de coloracdo marrom ao redor dos pogos indicou a presenca

de lacase quimicamente ativa.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao de RNA e sequenciamento do transcriptoma do fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063

As amostras de RNA com qualidade e concentracdo satisfatorias, extraidas com
fenol e com 0 RNeasy Kit apresentaram respectivamente 863,0 ng/uL e 139,2 ng/uL. Tais
concentragdes estavam dentro ou acima do padréo solicitado pela empresa Macrogen para
realizacdo do sequenciamento. Os dados relacionados com os RNAs obtidos pelos

diferentes métodos utilizados estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Amostras enviadas para sequenciamento na MACROGEN com suas respectivas concentracdes
de RNA.

, - uantidade  Concentragao total por
Método de Concentragao Q ¢ P

Amostra Extracio em ng/ul total por amostra exigida pela
¢ ne/H amostra (ug) Macrogen (pg/mL)
1 Rneasy Kit 139,2 5,5
1-10
2 Fenol Quente 863 34,52

Antes de realizar o sequenciamento, a empresa enviou um relatério com 0s
resultados da integridade do RNA denominado RIN (Integrity Number). Apenas passam
na analise se o RIN for acima de 7,0. Uma das amostras submetidas passou no controle
de qualidade e para essa amostra foi realizado o sequenciamento paired-end no

equipamento Hlumina HiSeq 2000.

Ap0s sequenciamento, os reads foram disponibilizados para download no formato
FASTQ, perfazendo o total de 108.967.464 reads com tamanho de 100 pares de bases
cada. O controle de qualidade inicial dos reads foi feito usando o programa FASTQC. A

figura 3 mostra um gréafico de qualidade Phred média por base.
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As etapas referentes a analise do transcriptoma e obtencao dos transcritos de lacase foram
realizadas em colaboragdo com o grupo de pesquisa do prof. Dr. Mauricio Bacci Junior, sob
orientacdo da Dra. Milene Ferro (CEIS-UNESP/RC).

Figura 3 - Gréafico gerado pelo programa FASTQC mostrando a qualidade Phred por base.
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Pode-se observar na figura 3 que a qualidade por base estava alta. No entanto, o
final da sequéncia apresentava qualidade Phred (eixo y) um pouco abaixo do que o
restante da sequéncia, que era acima de 30. A Figura 4 mostra que grande parte das bases
tiveram qualidade Phred média de 36. No entanto, algumas bases chegavam a valor Phred
de 10. Os resultados do programa FASTQC também mostram que néo havia Ns nos reads
e que ndo havia sequéncias de adaptadores, que sdo trechos e sequéncias usados para ligar

o fragmento de DNA na placa do sequenciador para que ocorra amplificagéo.

Apos analisar os graficos iniciais, foi estabelecido um “corte” preservando apenas
as sequéncias com qualidade Phred minima igual a 20. Nessa etapa, foi utilizado o
programa Trimmomatic para fazer o trimming de bases com baixa qualidade. O programa
Trimmomatic retirou reads com valor de qualidade Phred menor do que 20 em uma janela

deslizante de quatro bases. ApOs essa etapa, 0s reads restantes foram novamente
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analisados no FASTQC para verificar graficamente se o trimming foi suficiente. A figura

5 apresenta a qualidade por base dos reads ap6s a filtragem.

Figura 4 - Gréfico gerado pelo programa FASTQC mostrando a qualidade Phred por sequéncia
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Figura 5 - Grafico gerado pelo programa FASTQC apds trimming no Trimmomatic, mostrando a qualidade

Phred por base nas sequéncias.
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Pode-se observar na Figura 5 que a meédia da qualidade Phred aumentou
principalmente no final da sequéncia, o que mostra que o0s reads que restaram

apresentavam média de valor maior do que anteriormente.

Os reads mostraram-se ricos em GC, com aproximadamente 57 % de todo
contetido. Alto contetdo GC é caracteristica geral dos genes fungicos, segundo Eggert et
al., (1998). Inicialmente 95.7 % dos reads apresentavam qualidade de Phred acima de 20
%, mas apds 0 pré-processamento esse numero reduziu para 87.9 %, em contrapartida a
qualidade total ficou acima dos 30 %, indicando que a maioria dos reads apresentavam

excelente qualidade e que o pré-processamento foi eficiente.
5.2 Anotacdo do transcriptoma

A montagem dos transcritos gerou 36.981 contigs com redundancia e 16.663 sem
redundancia. Para as anélises com os transcritos de lacase foram utilizados todos os
contigs obtidos para essa enzima, mas para as demais analises foram selecionados apenas
0s contigs sem redundancia, que passaram a ser chamados de unigenes. Os resultados de
BLAST indicaram 10.649 unigenes, destes, 8.367 unigenes apresentaram dominios
conservados segundo o InterPro. Contudo, apenas 3838 unigenes foram mapeados nos

termos da ontologia de genes (Gene Ontology - GO).

Os unigenes inicialmente submetidos & base NR de proteinas do NCBI,
apresentaram 43 % de homologia com outras sequéncias, com e-value variando entre le-
4 e 1e-50, contudo 57 % dos unigenes apresentaram homologia de moderada a baixa (1e-
51 a 1e-180) (Figura 6). Essa baixa homologia ja era esperada tendo em vista a escassez
de bibliotecas completas depositadas no NCBI provenientes de micro-organismos
derivados do ambiente marinho. Até o momento, o presente trabalho é o primeiro a

analisar o transcriptoma de um basidiomiceto derivado desse ambiente.

As espécies com maior numero de hits ao fungo Peniophora sp. CBMAI 1063
foram Heterobasidion irregulare e Stereum hirsutum com 23 % e 19 % de unigenes
similares, respectivamente (Figura 7). Os dois basidiomicetos com maior homologia séo
pertencentes a ordem Russulales, assim como os representantes do género Peniophora,
mas que despertam interesse biotecnoldgico por diferentes maneiras. H. irregulare € um
fitopatogeno que ataca espécies de Pinus no hemisfério norte (GARBELOTTO,;
GONTHIER, 2013), enquanto S. hirsutum, um cogumelo medicinal, é investigado pelo

potencial de aplicacédo de seus metabolitos secundarios (MA et al., 2014).
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Figura 6 - E-value referente a0 BLAST na base de dados NR do NCBI.
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Figura 7 - Resultados de BLAST com a porcentagem de homologia do transcriptoma do fungo Peniophora
sp. CBMAI 1063 com outros basidiomicetos.
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Visando classificar funcionalmente os unigenes, foi utilizado a distribuicdo dos
termos de GO 2. Os 3.838 unigenes foram mapeados em 39 grupos funcionais divididos
em trés categorias: Funcdes Moleculares - FM, Processos Bioldgicos - PB e Processos
Celulares - PC. Tendo em vista que cada unigene pode ser mapeado em mais de um termo
de GO, os unigenes mapeados correspondem a um total de 7549 termos. Cerca de 1.260
termos foram associados a atividade catalitica (FM), 1.056 com processos metabolicos
(PB), 956 com processos celulares (PB), 972 com atividade de “ligacdo” (FM), 757 com
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processos relacionados a organismo isolado (PB) e 471 com estrutura celular (PC) (Figura
8).

A distribuicdo de GO propicia uma visdo geral da expressdo génica de um
organismo sob determinada condi¢cdo (HUNTLEY et al., 2014). A maioria dos termos
estdo relacionados a fungdes moleculares (FM) e processos bioldgicos (PB), indicando a
atuacdo de uma rica diversidade de enzimas na sintese de metabolitos secundarios. De
acordo com Wei e colaboradores (2015), caso o numero de termos relacionados a
processos celulares e processos metabolicos sejam proporcionais, o indicativo é de que o
organismo esteja investindo na sintese de metabdlitos primarios, o que ndo corresponde
aos dados encontrados, tendo em vista a quantidade bem menor de termos envolvidos a

processos celulares (PC).

Outro indicativo de que o Peniphora sp. CBMAI 1063 esteja investindo em
sintese de metabdlitos secundarios, baseia-se em resultados de biorreator de bancada.
Mainardi (2015), demonstrou que o fungo cultivado em condicGes otimizadas para
producdo de lacase, em biorreator STR e oxigenacdo de 1vvm, apresenta aumento de
biomassa entre os dias 1 e 4, seguido de queda entre os dias 5 e 6. A diminuicdo da
biomassa micelial pode estar relacionada com as condic¢des do cultivo, mas corresponde
aos resultados encontrados, pois apenas 1 termo de GO foi mapeado como “crescimento”.
Isto indica que apos 7 dias de cultivo o fungo reduza consideravelmente a producdo de

metabolitos primérios.

Com o objetivo de reconhecer os termos mais representativos (atividade catalitica)
no transcriptoma, buscou-se 0s unigenes com E.C. atribuidos pelo Blast2GO. As
transferases, hidrolases e oxidoredutases foram os grupos de enzimas mais abundantes,

com 180, 169 e 111 unigenes respectivamente (Figura 9A).

As enzimas de interesse desse trabalho, pertencem ao grupo das oxidorredutases
(1), que possuem atividade sobre difendis e compostos correlatos (10), e que utilizam o
oxigénio como aceptor final de elétrons (3), portanto, as lacases (2) sdo classificadas
como E.C 1.10.3.2.
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Figura 8 - Distribuigdo dos termos de GO 2. Barras azuis - termos mapeados em funges moleculares (FM); barras vermelhas- termos mapeados em processos biolégicos (PB);

barras verdes - termos mapeados em processos celulares (PC)
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Segundo as analises, apenas 1 unigene retornou como uma oxidorredutase atuante
sobre difendis E.C 1.10 (figura 9B). Contudo, esse grupo de enzimas é extremamente
abundante com pelo menos outras 18 subcategorias (ExPASy Data base). Além disso,
trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa e relacionados com a
purificacdo de lacases produzidas pelo fungo Peniophora sp. CBMAI 1063,
demonstraram a presenca de pelo menos 2 isoformas da enzima. O que indica
aparentemente que o Blast2GO possui limitacbes de processamento e nao é capaz de
atribuir E.C a todos os unigenes, contudo, possibilita uma visdo geral da distribuicdo das
E.Cs.

Figura 9 - Distribuicdo dos unigenes com Comission Enzyme (E.C) atribuido. A) Principais grupos

enzimaticos. B) Distribuicéo das oxidoredutases.
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5.3 Andlise e caracterizacdo dos transcritos de lacase

Apdbs a montagem dos contigs pelo programa Trinity e anotacdo pelo Blast2GO,
foram obtidas 47 isoformas de lacase. Dentre elas, 16 apresentaram os trés dominios
“Cupredoxin-like” completos (Conserved Domains - NCBI), e segundo o BlastDELTA
(BORATYN etal., 2012), todas apresentavam similaridade com lacases de outros fungos

basidiomicetos.

Entretanto, apo6s alinhamento (CLUSTALW-BioEdit) com outras 10 sequéncias
de lacases recuperadas do GenBank, verificou-se que 3 isoformas ndo possuiam a regido
L4 completa, como demonstrado na figura 10. As regides L1, L2, L3 e L4 compreendem
sequéncias sem intervalo, onde residem os 12 aminoécidos ligantes de cobre, no sitio
ativo das lacases (KUMAR et al., 2003; GIARDINA et al., 2010). Desse modo, 0s
transcritos compl14944 c0 seql, compl6649 cO seq8 e compl6649 c0 seq23
possivelmente codificam outro tipo de multicobre oxidases, por ndo possuirem o sitio de

ligacdo ao cobre T1.

Continuando com a andlise sobre a regido L4, foi possivel dividir os 13 transcritos
em dois grupos, baseando-se no aminoacido variavel que flanqueia o cobre T1 (figura
11): os que apresentam o residuo Leucina (9 transcritos) nessa posi¢cdo, e 0s que
apresentam o residuo Fenilalanina (4 transcritos). Esse dado indica que todas as
sequéncias correspondem a lacases fangicas verdadeiras, visto que lacases bacterianas,
ou “lacases-like”, como as L-ascorbases apresentam o residuo Metionina nessa posi¢éo
(MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990; CLAUS, 2004; GIARDINA et al., 2010). Além
disso, € possivel inferir que as lacases expressas pelo Peniophora sp. CBMAI 1063 em
condicBes otimizadas, desempenham fungdes diferentes, visto que os residuos nesta
posicdo possuem atividade regulatoria sobre a enzima (EGGERT et al., 1998; CLAUS,
2004).
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Figura 10 - Alinhamento dos transcritos com outras lacases fungicas recuperadas do GeneBank: demonstracdo das regides conservadas.
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Retangulos vermelhos- regiGes conservadas dos genes de lacase: L1, L2, L3 e L4; NUmeros- respectivo ao tipo de cobre em que se ligam; Asterisco- residuo variavel que
flanqueia o cobre T1; Setas- possiveis multicobre oxidases.



Figura 11 - Divisdo dos transcritos de lacase, baseado no aminoacido variavel que flanqueia o cobre T1
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Seta - indicacdo do residuo variavel (ligante do cobre T1) na sequéncia; Barra - separacdo das sequéncias
guanto ao residuo na posicéo variavel

Visando caracterizar a composicdo das lacases obtidas, quanto aos aminoacidos

constituintes, foi feita analise percentual dos 20 aminoacidos totais.

Os resultados apresentados na figura 12, demonstram que em média, as sequéncias
apresentaram maior riqueza em Valina, Leucina, Serina, Acido aspartico e Treonina
representando mais de 40% do total da composi¢do média. Enquanto Cisteina, Metionina,

Triptofano e Lisina, aparecem com menor representatividade.

A Cisteina (Cys) é um aminoacido polar, de grande importancia estrutural para as
proteinas. A oxidacdo de duas Cisteinas da origem a uma ligacdo dissulfeto. Estudos
estereoquimicos demonstraram a presenca de pelo menos 2 pontes dissulfeto na estrutura
secundaria de lacases (MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990). Além disso, a Cisteina que
flanqueia o cobre T1, é a responsavel pelo transporte de elétrons do substrato enzimatico
ao cluster trinucleado (cobres T2 e (2)T3) (GIARDINA et al., 2010).

Os transcritos de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentaram em
média 5 Cisteinas representando 1% da composicao total de aminoacidos. Analises feitas
em paralelo com outras 10 sequéncias de lacases recuperadas do GenBank demonstraram
que o teor baixo de Cisteina encontrado, pode ser uma caracteristica comum a outras
lacases fungicas (Tabela 2). Tendo em vista que o nimero de ligagOes dissulfeto
promovido por residuos Cys afeta diretamente no dobramento da enzima e
concomitantemente na atividade enzimatica, justifica-se o numero limitado desse

aminoacido em lacases fangicas.



Figura 12 - Distribui¢do percentual de aminoacidos pelas sequéncias de transcritos de lacase
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Tabela 2 - Quantidade de cisteinas por lacase, em sequéncias recuperadas do GeneBank relativas a
diferentes basidiomicetos

Basidiomiceto Ne de acesso  Cisteina/seq (N2) Cisteina/seq (%)
Hericium coralloides BAQ25793.1 5 0,98
Stereum hirsutum XP 007309652.1 5 0,97
Heterobasidion irreqgulare XP 009543177.1 5 0,95
Coprinus comatus AFD97050.1 6 1,16
Trametes versicolor CAA77015.1 5 0,96
Coprinopsis cinerea XP_001832271.1 6 1,16
Steccherinum murashkinskyi AFI41889.1 8 1,48
Pleurotus ostreatus AAR21094.1 5 0,94
Dichomitus squalens XP 007369227.1 6 1,16
Coriolopsis gallica AJV90966.1 5 0,97

A tabela 3 apresenta as 13 isoformas de lacase obtidas, em ordem de maior
expressao, baseada no fator FPKM, e contendo os dados de tamanho das sequéncias,
conteddo GC, massa em kDa., sitios de clivagem peptidica e similaridade segundo
BlastDELTA.

O tamanho das 13 isoformas de lacases variou entre 1449 pb e 1767 pb. Estas
mostraram-se ricas em contetdo GC, com percentual entre 52,2 % e 58,9 %. As
sequéncias dessas isoformas codificam polipetideos com tamanhos entre 482 aa e 588 aa.,
e massas entre 53,5 kDa e 64,7 kDa Segundo Claus (2004), o tamanho médio das lacases
fangicas varia entre 50 e 100 kDa, enquanto Giardinna e colaboradores (2010) restringem
essa variacdo para 60 a 70 kDa Apesar de ndo haver um consenso, as lacases expressas
pelo fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 sob condi¢des otimizadas aparentam ter o
tamanho médio esperado, tendo em vista que essas enzimas possuem natureza
glicoproteica, e o software utilizado para as analises (Genne Runner) avaliou apenas a

porc¢éo polipeptidica da enzima.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/756983171?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX5VR3WU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/618814026?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX696HRS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/695541065?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX6KSS4U015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/380704397?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX6X5K87014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4218524?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX764TSD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169851160?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX7CCSTH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385141759?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX7P5ACS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38479513?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX7YXD6301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/598003441?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX85EEFU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/768806943?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JX8AS2PW01R
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Tabela 3 - Caracteristica dos transcritos de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentados em ordem de maior expressao segundo o fator FPKM

Sequéncia

Tamanho (pb) Tamanho (aa) Massa (kDa) Contetudo GC(%) Sitio de Clivagem ORF

Similaridade

compl15071_cO_seql
compl6649 c0_seq21
compl15071_cO_seqd
comp8257_c0_seql
comp8257_c0_seq2
comp18825 c0_seql
compl16649 cO0_seq3
comp15981 cO_seq3
comp15071_cO_seq5
comp20510_cO0_seql
comp15071_c0_seq2
compl12377_c0_seql
comp21360_c0_seql

1647
1449
1632
1602
1554
1569
1746
1587
1596
1767
1647
1554
1659

548
482
543
530
517
522
581
528
531
588
548
517
552

58
53.5
60
56.9
55.5
56.6
64.7
58
58.5
64.4
60.5
55.9
59.9

58.6
52.2
58.3
57.4
58.1
53.9
52.3
53.6
58.9
55.2
58.6
53.9
57.6

19-20
Sem
19-20
20-21
20-21
21-22
Sem
22-23
19-20
16-17
19-20
22-23
18-19

Inc
Com
Inc
Inc
Com
Com
Com
Com
Com
Com
Com
Com
Com

Lacase 1 percursor Coprinopsis cinerea
Mutant laccase synthetic construct
Lacase 1 percursor Coprinopsis cinerea
Lacase Steccherinum murashkinskyi
Lacase 2 Steccherinum murashkinskyi
Lacase Pleurotus ostreatus PC15
Lacase Pleurotus sp. 'Florida'

Lacase Pleorotus ostreatus

Lacase Pleorotus ostreatus PC15
Lacase de Dichomitus squalens

Lacase C Trametes sp. 420

Lacase Coriolopsis gallica

Lacase Pleurotus ostreatus PC15

Pb- pares de bases; aa- aminoacidos; Sem- sem sitio de clivagem peptidica; Inc- incompleta; Com- completa.
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A predicéo de sinal para secrecdo de proteina, utilizando o software online SignalP
4.1, demonstrou que dos 13 transcritos de lacase, dois ndo apresentaram sinalizagéo e,
portanto, possivelmente correspondem a lacases intracelulares. A maioria das lacase
fangicas ja descritas sao proteinas extracelulares, contudo, lacases intracelulares ja foram
relatadas em basidiomicetos (BALDRIAN, 2006). A atividade dessas enzimas pode estar
relacionada a catalise de reacdes envolvendo pequenos compostos fenolicos internos a
célula. Wang e colaboradores (2015), por exemplo, associou a lacase intracelular Lac3 de
Flaminula velutipes com atividades sobre a parede celular do fungo, atuando nela sob

processos de elongacao e divisao celular.

Nenhuma das sequéncias analisadas apresentou similaridade maior do que 58%
com outras sequéncias do GenBank, além disso, todos os organismos relacionados as
sequéncias sdo pertencentes ao ambiente terrestre. Esses dados indicam dois pontos a
serem considerados, o primeiro, refere-se aos bancos de sequéncias, demonstrando um
déficit de trabalhos relacionados a analise de genes provenientes de fungos
basidiomicetos derivados do ambiente marinho, incluindo nesse grupo, 0s genes de

lacase.

O segundo ponto refere-se a possibilidade de inovacdo, demonstrando que as
lacases produzidas pelo fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 sdo
Unicas, e possivelmente dotadas de propriedades distintas das lacases de organismos
terrestres. Bonugli-Santos e colaboradores (2015), ressaltam a importancia de novos
estudos nas areas de caracterizagdo molecular, cristalografia e modulagdo enzimatica para
enzimas derivadas do ambiente marinho, tendo em vista o alto potencial de aplicagéo das

mesmas em condicOes salinas e ndo salinas.

Analises filogenéticas dos transcritos, com outras lacases de basidiomicetos
(marinhos e terrestres) e lacases de ascomicetos, demonstraram, como ja esperado, 0
agrupamento dos transcritos apenas com lacases de fungos basidiomicetos. Contudo, néo

houve agrupamento entre os transcritos e as lacases de fungos basidiomicetos marinhos.

Apenas dois genes de lacase ja descritos como sendo do fungo Peniphora sp.
CBMAI 1063 (BONUGLI-SANTOS et al., 2010) agruparam com os transcritos obtidos
no presente trabalho e formaram um cluster separado dos outros genes de lacase

recuperados do GenBank (Figura 13), com excecdo do transcrito comp21360_c0_seql
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que agrupou no cluster formado pelos genes de lacase de basidiomicetos de origem

marinha e terrestres.

Esse resultado reafirma a hipotese de que as lacases expressas pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 séo distintas das lacases de outros basidiomicetos, tanto
terrestres, quanto derivados do ambiente marinho. Além disso, é possivel observar a
diferenca de similaridade entre os préoprios transcritos e evidenciar a presenca de 8 grupos

génicos putativos de lacase.

Diferentes genes de lacase num Unico organismo constituem verdadeiras familias
génicas e aparenta ser caracteristica geral aos basidiomicetos (RIVERA-HOYOS et al.,
2013), contudo, estudos que permitam compreender a expressao desses genes ainda sdo
escassos. Wang e colaboradores (2015), demonstraram recentemente que 0s 11 genes de
lacase presentes em Flammulina velutipes s&o regulados de acordo com a localizagéo no
organismo e o estagio de desenvolvimento do basidiomiceto, podendo ser “up” ou

“down” regulados, dependendo da situacéo.

Bonugli-Santos e colaboradores (2010), demonstraram a presenga de 2 genes
putativos de lacase para o fungo derivado de ambiente marinho Peniophora sp. CBMAI
1063, sob condic¢bes salinas de cultivo. Entretanto, os resultados obtidos no presente
trabalho apontam a existéncia de pelo menos 13 transcritos diferentes dessa enzima,
expressos em condigcdes otimizadas para producdo de lacases. Desse modo, 0 presente
trabalho sugere a ampliacdo da familia génica do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063

para pelo menos 8 genes de lacase.
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Figura 13 - Arvore filogenética agrupando os transcritos do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 a lacases
de outros basidiomicetos.

Marasimieliussp. CBMAIL 1062 lacase lacHd (GLKM44034)
Tinctoporeliussp. CBMAL 1061 lacase lacC (GLB44038)

Dichoimitus squalenslacase (XP_ 007369227 1)

Corfolopsls gallicalacase (A NIDZGE 1)

Tinctoporelinssp, CBMAI 1061 lacase lacE2 (GLM44040)

Tnctoporefiussp. CBMAL 1061 lacase lacD (GLM44039)

Tnctoporeliussp, CBMAL 1061 lacase lacB1 (GLM44037)

Marasmvellyssp, CBMAL 1062 lacase lacG4 (GLA44033)

Marasmielivssp. CBMAL 1062 lacase lacE4 (GLMA44032)

Coprinis comatuslacase (AFD97050.1)
Hewotus osireatuslacase (AAR21094 1)
Coprinopsiscinerealacase (XP_00M 832271 .1)
Marasmvelinssp. CBMAL 1062 lacase lacAS (GLMA4031)
Steccherinum muwrashiinsky lacase (AFI41889.1)
Heterobasidion/rreguiarelacase (XP_009543177.1)
Hericium coralioideslacase (BADR257Y3 1)
Stereum hirsptomlacase (XP_0073009652.1)
cOmp21 360_C0_Ser] f—

100 |comp1 G649 _c0_seq3
43 lcomp16649 0 seq?

—

compl 8825 cl_se] e—
comp20510_c0_seq]| s—

74 jcompB257 _c0_seql
comp8257_cl_seq2 —

il

Pemiophorasp, CBMAI 1063 lacase lacH? (GLM44036)
compl12377_cl_seq] se—
comp15931 _c0_seq] -#—

FPeniopharasp. CBMAI 1063 lacase lacG7? (GLM44035)
comp1 5071 _c0_sedql
comp1 5071 _c0_seqd

& comp15071_c0_seq?2

comp15071_c0_seq5

Trichodermasp. TO1 lacase (ACS45189)

00 Gagumannomyces gramiisvar. gramynislacase (CAD24841)

L Gaeumannomyces gramin svar. fitcilacase (CAD10748)
Gaeunaniomyces gra/m i svar. graminislacase (CAD24841)
Botryl s cinereslacase2 (AAKTTAS3)
Fusarium oxysporumbloc? lacase (ABS19939)

Clavariopsisagqualicalacase ( ACR20672)

Melrospors crassalacase percursar ( AEAMA2D262)
Coltetotrichumlagenarialacase (BAB325TS)
Melanocarpus alboimyceslacase (CAEDD180)
Podospora anserinalacase (CAATO0GT)

Gaeumaniomyces gra/m i svar. ibcilacase (CAD10749)
Cryphoneckia parasitca LACT Precursorlacase (Q03966)

0.05

Linha tracejada - lacases de basidiomicetos; linha continua - transcritos (presente trabalho) e genes
putativos (BONUGLI-SANTOS et al., 2010) do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063; setas - grupos génicos
putativos. Método de Neighbor-joining com Bootstrap de 1000 repeticoes.
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A expressdo génica de diferentes lacases encontrada no presente trabalho, pode
ser justificada pela adi¢do de cobre ao meio de cultivo otimizado; essa medida tem sido
frequente em processos de otimizagdo (RIVERA-HOYOS et al.,, 2013). Segundo
Passarini e colaboradores (2015), a adicdo de sulfato de cobre ao meio em pequenas
concentracdes, contribui para o aumento representativo na producdo de lacases por

fungos.

Sitios multiplos de regulacdo podem ser encontrados proximos a regido promotora
de genes de lacase em fungos. Dentro desse grupo de sequéncias reguladoras esta a Metal
Response Elements (MREs) (FARACO et al., 2002), que na presenca de cobre, pode ser

a responsavel por promover a expressao de diferentes genes dessa enzima.

Outra via regulatéria de lacases possivel é aquela que envolve sequéncias
conhecidas como Xenobiotic Responsive Elements (XREs) (RIVERA-HOYOS et al.,
2013). No presente trabalho foi encontrado no transcrito comp20510 c0_seql, uma
epoxido hidrolase (E.C 3.3.2.3) codificada logo ap6s a uma lacase. Essas hidrolases
catalisam reacdes de lise de epOxidos a seus respectivos didis, e estdo relacionadas a
processos de detoxificacdo em eucariotos (ARAND et al., 1999). Esse resultado indica a
possibilidade da lacase codificada pelo mesmo transcrito, possuir fungédo correlata ao da
epoxido hidrolase na catalise de compostos tdxicos ou xenobioticos, e portanto estarem

sujeitas a um mesmo estimulo.

Apesar das lacases constituirem um grupo de enzimas com baixa especificidade
por substratos, capazes de catalisar inumeras rea¢6es com diferentes compostos fenolicos
(RIVA, 2006), essa caracteristica amplamente citada (KUNAMNENI et al., 2007;
GIARDINA et al., 2010; RIVERA-HOYOS et al., 2013), muito provavelmente se refere
ao grupo de enzimas como um todo. As diferentes familias génicas de lacases
demonstradas em outros trabalhos (RIVERA-HOYOS et al., 2013; WANG et al., 2015),
associado aos diferentes transcritos obtidos com o presente estudo, demonstram que essas
enzimas possuem uma grande variagdo estrutural, indicando diferentes atividades que,

muito provavelmente, se complementam num sinergismo fisioldgico.
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5.4 Selecdo do transcrito para clonagem e expressao heteréloga em Escherichia coli

Na triagem subsequente realizada, para selecionar o transcrito mais adequado
para clonagem e expressdo heterdloga, foi escolhido o transcrito comp15071_c0_seq5
baseado nos seguintes critérios: homologia com o transcrito de lacase mais expresso,

presenca dos quatro sitios de ligagdo ao cobre completos e presenga de ORF completa.

O transcrito compl15071 cO _seg5 foi nomeado Lacl5071B e codifica uma
proteina com cerca de 531 aminoacidos equivalentes a 58.5 kDa (Gene Runner), massa
préxima a lacase purificada do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063, cultivado em escala
de shaker (50 mL), com 67 kDa e da principal lacase produzida em biorreator (3,5 L),
com 55 kDa (dados ndo publicados). A pequena diferenca na massa pode ser justificada
pela porcéo glicidica dessas proteinas, mas por outro lado, o transcrito Lac15071B pode
corresponder a uma lacase completamente diferente, tendo em vista o fato de outros 8

transcritos também codificarem lacases extracelulares.

O transcrito Lac15071B manteve a caracteristica de alto contettdo CG (58,9 %),
semelhante ao encontrado em lacases de Pycnoporus cynnabarinus (58 %) (EGGERT et
al., 1998). Ja no alinhamento utilizando o Protein BLASTdelta (NCBI), o gene
Lac15071B apresentou 51 e 52 % de similaridade com Laccase C de Trametes sp. (codigo
de acesso AAW?28938.1) e com o gene da lacase de Pleorotus ostreatus (codigo de acesso
KDQ26265.1), respectivamente. A baixa similaridade encontrada, ressalta a possibilidade

do transcrito Lac15071B se tratar de uma nova lacase.

Quanto ao ligante variavel do cobre T1, foi possivel reconhecer o residuo Leucina
nessa posicao. Ensaios com mutacao dirigida demonstraram que a alteracéo desse residuo
pode alterar o potencial de redugdo da enzima, bem como o pH 6timo para atividade
enzimatica (XU et al., 1998, 1999), dando indicios de que os residuos presentes nessas
posicao estejam diretamente relacionados ao controle da atividade enzimatica (KUMAR
et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56785446?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=1ACE6W72016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/646305118?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1ACE6W72016
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5.5 Clonagem do fragmento Lacl15071B, transformacdo em E. coli DH10B e

correcao

Na etapa de clonagem foram obtidas 52 colonias de E. coli DH10B transformadas,
e como demonstrado no ensaio de single colony (Figura 14) todos os clones apresentaram
a presenca do inserto. O método de predicdo realizado in silico utilizando o software
Clone Manager, permitiu o reconhecimento dos sitios de restricdo bem como o tamanho

dos fragmentos esperado no caso de um tratamento com enzimas de restri¢ao.

A simulacéo possibilitou prever os fragmentos para o transcrito Lac15071B tanto
in frame com o promotor do vetor, quanto invertido. Ja o ensaio de restricdo enzimatica
confirmou que os insertos possuiam os sitios de clivagem esperado para o transcrito
Lac15071B, e que os fragmentos estavam inseridos no vetor em posic¢éo invertida (Figura
15). Se durante a clonagem, 100 % dos insertos n&o apresentarem frame com o promotor
do vetor, especula-se que o resultado seja indicativo de toxicidade da proteina
recombinante. Contudo, proteinas recombinantes possivelmente toxicas podem ser
expressas utilizando vetores de expressdo fortemente regulados, com o intuito de evitar

superexpressdo e diminuir a toxicidade (GUZMAN et al., 1995).

Figura 14 - Ensaio de single colony demonstrando a confirmacédo para presenca do gene no vetor.

Pogo 1 - controle apenas com o vetor TOPO; pocos 2 a 11 - vetor mais inserto Lac15071B

O duplo sequenciamento dos vetores permitiu a cobertura completa do cDNA
clonado Lac15071B com alto nivel de qualidade/base e confirmou o sucesso na clonagem,
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pois todos os 10 clones sequenciados apresentaram formacéo de contig com a sequéncia
Lac15071B. Entretanto, a analise comparativa entre as sequéncias clonadas e o transcrito
de referéncia demonstrou um erro de 27 pb na extremidade na porgao 3’ de todas as

sequéncias clonadas.

Seguindo a estratégia de correcdo do cDNA clonado utilizando-se os primers
Lac35B_plLacF e Lac35B_pLacR, optou-se por testar diferentes polimerases devido a
complexidade dos primers (Anexo 1). Dentre as polimerases utilizadas, as que
apresentaram melhor desempenho na amplifica¢do foram a Pfu Platinum (ThermoFisher)
e a Taq polimerase (Promega) (Figura 16). Polimerases derivadas de Pyrococcus furiosus
(Pfu) possuem atividade exonucledsica 3°-5°, apresentando leitura de prova e garantindo
maior fidelidade/base adicionada durante a amplificacdo (LUNDBERG et al., 1991).
Desse modo foi selecionado o cDNA corrigido com a Pfu Platinum para dar continuidade
a clonagem.

Figura 15 - A) Clonagem in silico demonstrando o tamanho dos fragmentos esperados utilizando as

enzimas de restricdo Dralll, Xhole EcoRI. B) Gel de agarose 0,7% demonstrando ensaio de restri¢do

enzimatica confirmando o padrdo de bandas esperado para o transcrito Lac15071B.

A) B)
Enzimas de Tamanho dos Fragmentos (pb)
restricio In frame Invertido e
Dralll 1669 4044 1082 4031
Xhol 559 5154 1307 4406 ::: o]
EcoRlI 1800 3913 1800 3013

Poco 1 - ladder (Promega 1kb); pogo 2 - controle sem tratamento; pogo 3 - tratamento com Dralll; pogo 4
- tratamento com Xhol; poc¢o 5 - tratamento com EcoRI.

Os ensaios de restricdo enzimatica utilizando EcoRI e HindllI sobre o fragmento
corrigido e reclonado em pJET 1.2, demonstraram a eficiéncia dos primers na insergao
dos dois sitios para ligacdo no vetor de expressdo, e concomitantemente possivel correcéo
do fragmento. Na Figura 17 é possivel visualizar a liberagcdo do fragmento Lac15071B
corrigido (aproximadamente 1500 pb). O sequenciamento subsequente realizado pdde

confirmar a correcao realizada pelos primers.
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Figura 16 - Gel de agarose 0,7% demonstrando a amplificacdo do fragmento Lac15071B apds a correcdo
utilizando diferentes polimerases.

1

1500 pb

1 -~

Bt Sl Ly

Poco 1 - Pfu Platinum (ThermoFisher); poco 2 - ladder (Promega 1kb); pogo 3 - Taqg (Promega); po¢o 4 -
Pfu Phusion (ThermoFisher).

Sob o ponto de vista da aplicacdo biotecnoldgica, a clonagem representa parte
fundamental na obtencdo de proteinas recombinantes codificadas por sequéncias
devidamente caracterizadas, oferecendo subsidios para a construcdo de bibliotecas de
expressao, e possibilitando a preservacdo dos transcritos codificantes. O sucesso na
clonagem do transcrito Lac15071B, no presente trabalho, possibilitou a montagem de
diferentes sistemas de expressdo da lacase recombinante do fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063 em organismo procarioto, e mantem-se como recurso para a montagem de
outros sistemas de expressao heterdloga da lacase recombinante, como aqueles baseados
em fungos filamentosos e leveduras.



45

Figura 17 - Gel de agarose 0,7% demonstrando a restricdo enzimatica do vetor pJET 1.2 utilizando as

enzimas EcoRI e HindllII.

Pogo 1 - ladder (Promega 1kb); poco 2 - vetor de clonagem; pogo 3 - vetor clonado tratado com as enzimas;
seta - fragmento corrigido. E possivel visualizar quatro bandas no pogo nimero 3, duas dessas referem-se
a fragmentos do vetor (aproximadamente 300 e 2700 pb), e a Gltima banda com aproximadamente 5000 pb
refere-se ao vetor linearizado. Ja a banda com aproximadamente 1500 pb refere-se ao fragmento
Lac15071B corrigido.

A subclonagem do fragmento corrigido no vetor de expressdo pLac2a, utilizando
a linhagem DH10B como hospedeiro, gerou 18 clones, que apds confirmagdo por ensaio
de restricdo enzimatica e sequenciamento de 4 clones, possibilitou selecionar aquele com
maior similaridade com a sequéncia de referéncia. O Unico clone que apresentou 100 %
de match foi selecionado para os ensaios de expressao e denominado L3. A partir dos
plasmideos de DH10B_L3 foram feitas novas transformacfes nas linhagens de
Escherichia coli BL21(DE3) e Rosetta. Essas duas linhagens foram escolhidas por serem
amplamente utilizadas na expressdo heteréloga de proteinas. A garantia de maior
estabilidade dos vetores inseridos, e a deficiéncia em endo e exoproteases sao 0s maiores
atrativos das linhagens BL21(DE3) e Rosetta (ROSANO; CECCARELLLI, 2014). Além
disso, a linhagem Rosetta apresenta suplementacdo de RNAs transportadores com codons
tidos como raros, e desponta como a melhor alternativa para expressdo de proteinas

eucarioticas.
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5.6 Ensaio de atividade enzimatica da lacase recombinante

Utilizando o método qualitativo com agar-guaiacol foi possivel avaliar se as
linhagens DH10B, BL21(DE3) L3 e Rosetta L3 estavam expressando a lacase
recombinante, através da atividade enzimatica. Foram testadas 2 diferentes concentracdes
de arabinose para inducdo da expressdo da enzima recombinante (0,03 % e 0,05 %),
contudo nenhum dos tratamentos expressou lacase quimicamente ativa, para nenhuma

das trés linhagens.

O composto fendlico guaiacol, é um liquido viscoso de aspecto incolor, que na
presenca de enzimas ligninoliticas, como lacases, polimeriza-se formando um composto
chamado tetraguaiacoquinona de coloracdo marrom (VERMA et al., 2010). Como
observado na figura 18, apenas o controle positivo contendo o extrato enzimatico do
fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou atividade frente o guaiacol.

A auséncia de atividade encontrada poderia ser resultado de duas condi¢es, a
primeira, diz respeito a sele¢do da lacase para expressao heteréloga. O presente estudo
sugere que as lacases do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 atuem de forma sinérgica
sobre diferentes compostos, levantando a hipétese de que nem todas sejam capazes de
oxidar um unico substrato, sendo assim, a lacase codificada pelo transcrito Lac15071B

poderia ser incapaz de oxidar o guaiacol.

Ja a segunda justificativa remete a propria expressao da proteina, e nesse sentido
foram realizados ensaios com gel de SDS-poliacrilamida para averiguar se as linhagens
DH10B. BL21(DE3) L3 e Rosetta L3 estariam realmente expressando a proteina

recombinante.
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Figura 18 - Ensaio qualitativo para presenca de lacase em placa agar-guaiacol. A) linhagem Rosetta L3.
B) linhagem BL21(DE3)

A)

B)

bc YA :
0,03% [0&7]
Eil
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Sl - expressdo sem inducdo por arabinose; G - expressdo reprimida por glicose; P - controle positivo para
presenca de lacases

5.7 Ensaio de expressdo da lacase recombinante em trés linhagens de E. coli

Os ensaios de expressdo da lacase recombinante utilizando condi¢Ges induzidas
para transcri¢do (0,03 % de arabinose) e ndo induzidas, demonstraram a presenga de uma
banda com tamanho aproximado ao esperado para a lacase nativa do fungo Peniophora
sp. CBMAI 1063 de 58.5kDa (Figura 19). As bandas encontradas apareceram apenas para
as linhagens transformadas de BL21(DE3)_L3 e Rosetta_L3, e somente apos a inducao

por arabinose.
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Figura 19 - Gel de SDS-poliacrilamida com as proteinas totais expressas pelas trés linhagens
transformadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pocos de 1 a 3 - transformante Rosetta_L3; pogos 4 a 6 - transformante BL21(DE3)_L3; poco 7 - peso
molecular (kDa.); pogos 8 a 10 - transformante DH10B_L3. Pogos - 1, 4 e 8 sem inducdo de arabinose;
poc¢os 2, 5 e 9 - inducdo com arabinose 0,03% por 1h; po¢os 3, 6 e 10 - indu¢do com arabinose 0.03% por
2h. Setas - banda correspondente a possivel lacase recombinante.

Este resultado indicou possivel sucesso na expressdo da lacase recombinante,
contudo, em novo ensaio realizado utilizando as linhagens BL21(DE3) e Rosetta (ndo
transformadas) como controle negativo, demonstrou que ap6s a indugdo com arabinose
as linhagens néo transformadas também apresentaram a banda com tamanho aproximado
de 58 kDa. Indicando que a banda, inicialmente definida como lacase, poderia na verdade
se tratar de uma outra proteina nativa de E. coli (Figura 20).

O operon de arabinose em E. coli, descrito por Lee (1981), e do qual derivam 0s
vetores com sistema pBAD, é constituido por 3 genes estruturais (araB, araA e araD),
um gene regulador (araC) e uma regido regulatéria (araO1, araO; e aral). Na auséncia
de arabinose, 0 gene araC é expresso e a proteina araC impede que 0s genes estruturais,
responsaveis pela metabolizagdo da arabinose, sejam expressos. J& na presenca de
arabinose, o carboidrato L-arabinose se liga a proteina araC e modifica sua conformacao,
permitindo a expressao dos genes estruturais.
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Figura 20 - Gel de SDS-poliacrilamida com as proteinas totais das linhagens Rosetta e BL21(DE3),
transformadas e ndo transformadas

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Poco 1 - Rosetta_L3 ndo induzida com arabinose; pogo 2 - Rosetta (ndo transformada) induzida com
arabinose 0,03% por 2h; po¢o 3 - Rosetta_L3 induzida com arabinose 0,03% por 1h; poco 4 - Rosetta_L3
induzida com arabinose 0,03% por 2h; poco 5 - BL21(DE3) L3 ndo induzida com arabinose; pogo 6 -
BL21(DE3) (ndo transformada) induzida com arabinose 0,03% por 2h; poco 7 - BL21(DE3)_L3 induzida
com arabinose 0,03% por 1h; poco 8 - BL21(DE3)_L3 induzida com arabinose 0,03% por 2h. Setas -
demonstragdo de proteina nativa de E. coli expressa apenas sob inducdo de arabinose.

Os genes araB e araA expressam L-ribuloquinase e L-arabinose isomerase,
respectivamente. A L-arabinose isomerase de E. coli apresenta aproximadamente 56 kDa
e pode possivelmente corresponder a banda que inicialmente foi classificada como a
lacase recombinante. Além disso, as modificacGes fisioldgicas promovidas pelo operon
de arabinose pode induzir a expressdo de genes que nao estejam necessariamente ligadas
a ele, o que amplia a discussdo sobre a identidade da banda encontrada.

Apesar do resultado encontrado, ndo € possivel determinar se o0s sistemas
procaridticos construidos sejam capazes ou ndo de expressar a lacase recombinante do
fungo Peniophora sp. CBMAI 1063. Isso, devido a possibilidade de sobreposicédo de
bandas com 0 mesmo tamanho. Portanto, para elucidacéo dessa questéo, o presente estudo
sugere a realizacao de ensaios de imunofluorescencia, como Western blot, para detec¢do

especifica da enzima recombinante.

Até o presente momento, consta na literatura apenas um trabalho com a expressédo
heter6loga de lacase fingica utilizando E. coli (ver SALONY et al., 2008). Entretanto,

diversos problemas relacionados ao método impediram os autores de expressarem
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corretamente a lacase nativa de Cyathus bulleri no sistema procarioto. A lacase
recombinante obtida apresentava aproximadamente 200 kDa enquanto que a lacase de C.
bulleri purificada apresentava 60 kDa, além disso, a auséncia de testes de atividade
enzimatica, ou sequenciamentos impossibilitaram a confirmacdo da natureza da lacase

recombinante.

Sob o ponto de vista tedrico, a obtencdo de proteinas recombinantes pode ser
bastante objetiva. Mas na pratica, todo o processo envolve inimeras etapas, onde todas
estdo sujeitas a falhas (ROSANO; CECCARELLLI, 2014).

Na expressao de proteinas utilizando sistemas baseados em E. coli, por exemplo,
podemos listar alguns problemas como: presenca de codons raros no transcrito,
impedindo o término da traducdo; presenca de endo e exoproteases que degradam a
proteina recém-sintetizada ou ap0s a liberagcdo da mesma ao meio; toxicidade da proteina
recombinante, que quando super expressa, pode ser letal a célula hospedeira; auséncia de
modificagcdes pos-traducionais, que podem manter a proteina recombinante em estado
inativo, tendo em vista que bactérias como E. coli, s@o, por hora, incapazes de realizar
tais modificagdes (KHOW; SUNTRARACHUN, 2012; ROSANO; CECCARELLI,
2014).

Ainda que os resultados do presente estudo ndo tenham sido conclusivos, mas
considerando a problematica da expressdo de proteinas eucaridticas em sistemas
procarioticos, o presente trabalho sugere a utilizacdo de sistemas eucarioticos para a
expressao heteréloga de lacases flngicas. Tendo em vista a maior semelhanca da estrutura
celular, e a capacidade desses sistemas realizarem modificacbes pos-traducionais,
possibilitando a obtencdo de lacases fungicas recombinantes mais semelhantes as lacases
nativas, e com boa atividade enziméatica (JOLIVALT et al., 2005; PISCITELLI et al.,
2010).

Levando em consideracdo as vantagens dos sistemas de expressdo heterdloga,
baseado em leveduras, o transcrito Lac15071B obtido no presente trabalho foi enviado
para o Institute of Genetics and Breeding of Industrial Microorganisms — GENETIKA
(Russia) onde seréa inserido nas leveduras Yarrowia lipolytica e Pichia pastoris visando
avaliacdo da expressdo em organismo eucarioto. Estes experimentos estdo sendo

realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Sergey Sineoky e Dr. Ivan Laptev.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho traz contribuicdes significativas ao estudo das lacases

produzidas pelo fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063.

A montagem da biblioteca de transcritos, utilizando o método de Novo Assembly
e anotacdo do transcriptoma utilizando o software Blast2GO, foi Util para obtencédo das
sequéncias de lacase, permitindo uma visdo geral da expressdo génica do fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063, quando cultivado em condi¢des otimizadas para producao
de lacase.

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 expressa pelo menos 10 lacases diferentes

sob condicdes otimizadas para producgdo dessa enzima.

As sequéncias de lacases analisadas codificam enzimas com composicao

peptidica, tamanho e atividade enzimatica diferentes.

A bactéria E. coli DH10B foi eficiente para clonagem da lacase recombinante do
fungo Peniophora sp. CBMAI 1063.

Novos ensaios precisam ser realizados afim de determinar se os sistemas
construidos, e baseados no vetor pLac2a e nas linhagens E. coli DH10B, BL21(DE3) e
Rosetta, sdo capazes de expressar a lacase recombinante do fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063.
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8. ANEXO 1 - SEQUENCIAS DOS PRIMERS DESENHADOQS (5’ - 3°)

Lacl15071FB
TGTTTAATTATGCGCGTTTCTGCTC
Lacl15071RB
GTGGTCGTAGGCGGGGCATAGGTTC
Forward
CGAGCAATTCGAGCTATAAC
Reverse
GGCCATTGATGAGCGTCGAG
Lac35B_pLacF
AAAGAATTCACCATGCGCGTTTCTGCTC
Lac35B_plLacR

TTTAAGCTTACGGAGTCGTGGCCATGAGCTCCATGTAGTGGTCGTAGGCGG
GGCATAGGTTC



