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Resumo

Mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas de grande interesse
industrial por serem capazes de despolimerizar polissacarideos recalcitrantes, como a
celulose, e apresentarem sinergismo com hidrolases na degradacdao destes polimeros,
tendo potencial para aplicagdao em diversos processos. Este trabalho teve como objetivo
produzir e caracterizar LPMOs recombinantes de origem fungica e bacteriana e desvendar
seu potencial para aplicacdes biotecnoldgicas. Trés LPMOs dos fungos Neurospora crassa,
Gloeophyllum trabeum e Botryobasidium botryosum (subfamilia AA9) e cinco LPMOs das
bactérias extremofilas Thermobifida fusca, Hahella ganghwensis, Salinispora pacifica,
Verrucosispora maris e Moritella dasanensis (subfamilia AA10) foram selecionadas
e expressas pela levedura metilotréfica Pichia pastoris X-33 (reclassificada como
Komagataella phaffii). As enzimas recombinantes foram caracterizadas combinando
ensaio fluorométrico e ensaio de despolimerizacdo de celulose avaliado por cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de massas. Das oito LPMOs recombinantes obtidas,
cinco foram caracterizadas e mostraram-se funcionais por pelo menos um dos métodos
utilizados, sendo que trés foram capazes de despolimerizar a celulose. A LPMO da
bactéria S. pacifica apresentou regioseletividade C1/C4, enquanto as pertencentes a H.
ganghwensis e T. fusca apresentaram regioseletividade C1, apresentando potencial para
diferentes aplicacdes biotecnolégicas. A capacidade de despolimerizar a celulose faz
desse conjunto de LPMOs recombinantes um ativo tecnolégico que podera ser avaliado
como insumo para o desenvolvimento de novos produtos/processos que dependem
da despolimerizacdo da celulose, p. ex.:, sacarificacdo de biomassa lignoceluldsica para
producdo de etanol 2G, racdo animal, indUstria téxtil, entre outras aplicacdes.

Palavras-chave: mono-oxigenases liticas de polissacarideos, bactérias extremofilas,
fungos filamentosos, celulose, espectrometria de massas, Pichia pastoris.
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Introducao

As mono-oxigenases liticas de polissacarideos (do inglés PMO — polysaccharide
monooxygenase, ou LPMO — lytic polysaccharide monooxygenase) sdo enzimas que
clivam as regides cristalinas das moléculas de celulose e de outros polissacarideos por
um mecanismo oxidativo. Os polissacarideos que sdo substrato para essas enzimas sdo
a celulose, hemicelulose, o amido, a quitina, entre outros (Forsberg et al., 2019). A
descoberta das LPMOs em fungos e em bactérias revolucionou o conceito de degradacao
de polissacarideos na natureza na ultima década e, atualmente, sdo reconhecidas
por apresentarem um sinergismo com hidrolases (celulases, hemicelulases, amilases,
quitinases) na degradacdo de polissacarideos, o que contribui para sua ampla aplicacdo
biotecnoldgica. Este trabalho teve como objetivo produzir LPMOs recombinantes
de diferentes fungos e bactérias e caracterizd-las quanto a funcionalidade do sitio
ativo e capacidade de despolimerizacdo de celulose, visando desvendar o potencial
biotecnoldgico e possibilitar futuras aplicagdes.

Material e Métodos

Sintese de genes, clonagem, cultivo e analise de expressao
heterdloga

Os genes foram selecionados na base de dados do GenBank e o DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado seguindo as estratégias de expressdo heterdloga da Tabela 1.
A clonagem foi confirmada pela analise do padrdao de restricdo com endonucleases
especificas escolhidas de modo a ndo interferir no processamento N-terminal das
LPMOs. A transformacdo de P. pastoris X-33, a analise de integracdo do gene alvo no
genoma, bem como os cultivos foram realizados de acordo com as instrugdes do manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen), considerando cada estratégia escolhida
(Tabela 1).

Tabela 1. Estratégias de expressdo utilizadas no presente trabalho para obtencdo de linhagens de P.

pastoris X-33 recombinantes produtoras de LPMOs de fungos e de bactérias.

Cauda
de poli
histidina

Origem Familia Acesso GenBank Vetorde Construcdo Peptideo Forma

(Espécie/Filo)  (Cazy) expressao génica sinal recombinante

cDNA

Neurospora Aty s 4 Sim
crassa AA9 EAA363621  pPiCZap  Snietico;  Alpha Proteina (His6-tag
codon -factor completa .
(Ascomycota) . C-terminal)
otimizado

Gloeophyllum cDNA Sim

trabeum AA9 AEJ35168.1 pGAPZB sintético; Nativo Dominio AA9 (His6-tag

(Basidiomycota) cédon nativo C-terminal)

Botryobasidium cDNA Proteina

botryosum AA9 KDQ09879.1 pPICZB sintético; Nativo Nado
- . . completa

(Basidiomycota) cédon nativo

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Origem Familia Vetorde Construgdao Peptideo Forma Cauda.
A T Acesso GenBank ~ . i . de poli
(Espécie/Filo)  (Cazy) expressao génica sinal recombinante s
histidina
Thermobifida cDNA Alpha- Proteina Sim
fusca AA10 AAZ55306 pPICZaA sintético; -faF::tor ol (Hisb-tag
(Actinobacteria) cédon nativo P C-terminal)
Hahella cDNA Aloha- Sim
ganghwensis AA10  WP_020410109 pPICZoA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. B} . -factor .
(Proteobacteria) codon nativo C-terminal)
Salinispora cDNA Alpha- Sim
pacifica AA10 WP_018745623.1 pPICZaA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. . , . -factor .
(Actinobacteria) cédon nativo C-terminal)
Moritella cDNA Aloha- Sim
dasanensis AA10 WP_017222644.1 pGAPZaA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. 3 . -factor .
(Proteobacteria) cédon nativo C-terminal)
Verrucosispora cDNA Alpha- Sim
maris AA10 AEB43663.1 pGAPZaA sintético; -faF::tor Dominio AA10  (His6-tag
(Actinobacteria) cédon nativo C-terminal)

Atividade enzimatica: ensaio fluorométrico e de espectrometria
de massas

A funcionalidade das LPMOs purificadas foi avaliada indiretamente pela deteccao
da formagdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) utilizando o teste fluorométrico Amplex
Red/Horseradish peroxidase (HRP) (Isaksen et al., 2014). Este teste se baseia na geragdo
de H,0, como subproduto de uma reagdo secundaria catalisada pelo sitio ativo das
LPMOs na presenca de agente redutor e na auséncia de substrato. Os ensaios foram
realizados em triplicata utilizando 10 uM da LPMO purificada.

A capacidade de despolimerizacdo de celulose pelas LPMOs recombinantes foi
testada como descrito por Tanghe et al. (2015) e Silva et al. (2019), utilizando 1 uM de
enzima purificada, PASC (do inglés, phosphoric acid swollen cellulose) a 2 mg/mL como
substrato e acido ascdrbico (2 mM) como agente redutor em tampao acetato de sdédio
5 mM pH 4,5, a 50°C durante 24h sob agitacdo. Controles negativos na auséncia de
agente redutor e/ou enzima também foram realizados. Os produtos cataliticos foram
analisados por cromatografia liquida de interacdo hidrofilica acoplada a espectrometria
de massas (HILIC-UHPLC-ESI-MS), como descrito por Silva et al. (2019).

Resultados e Discussao

Producao heterdloga de LPMOs de fungos e bactérias por P.
pastoris
A triagem de centenas de transformantes de P. pastoris X-33 resultou na selecdo de

linhagens recombinantes produtoras das oito LPMOs (trés fungicas e cinco bacterianas).
A Figura 1 mostra o perfil proteico de transformantes produtores das LPMOs de N. crassa
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(proteina completa), G. trabeum (dominio catalitico AA9) e B. botryosum (proteina
completa). A producdo recombinante de uma LPMO do fungo B. botryosum é relatada
pela primeira vez no presente trabalho.

De modo geral, verificou-se que as LPMOs de origem fungica apresentaram massa
molecular superior ao previsto e/ou um perfil diferenciado de bandas com diferentes
padrdes de migracao no gel de poliacrilamida, com massas variando entre 25 e 70 kDa
(p. ex.: N. crassa e G. trabeum). Isso pode ser devido a ocorréncia de modificacdes
pos-traducionais conforme relatado para outras LPMOs de fungos produzidas por P.
pastoris (Gaber et al., 2020).

N. crassa G. trabeum B. botryosum
(vetor pPICZaA) (vetor pGAPZB) (vetor pPICZB)
s M 1 2 3 M123,knar_“_"‘_9652 koa M 1 2 3 4
100 = :Zg
0 . pG G2 C+ 100
55 0 ‘ 70
35 = |- 55
25 35
35| -
25
25 .

| &

Figura 1. Andlise por SDS-PAGE, dot-blot e/ou Western blot do sobrenadante do cultivo de transformantes
de P. pastoris X-33 produtores de trés LPMOs de fungos. N. crassa: Na figura é mostrado o gel de poliacrilamida
desnaturante 12% corado com nitrato de prata, exemplificando o perfil proteico do sobrenadante apds cultivo em
frascos (72h) de dois transformantes selecionados (1 e 2). Em 3 é mostrado o controle negativo (sobrenadante
do cultivo de P. pastoris transformada com o vetor vazio pPICZaA). Também é mostrada a analise de Western blot
correspondente, seguindo a mesma ordem. Os asteriscos exemplificam que a LPMO recombinante de N. crassa
pode ter sido secretada de diferentes formas, com padrdo de migracdo distinto no gel. M - PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Scientific. G. trabeum: Na figura é mostrado o gel de poliacrilamida
desnaturante 12% corado com nitrato de prata, exemplificando o perfil proteico do so’brenadante apods cultivo (48h
em biorreator) de um transformante selecionado (G2), em comparagdo com o controle negativo (pG) correspondente
a P. pastoris transformada com o vetor vazio pGAPZB. E possivel observar diferentes formas com padrdo de migracdo
distinto, provavelmente correspondentes a LPMO recombinante. M - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10
to 250 kDa, Thermo Scientific. Também é mostrada a andlise de dot-blot correspondente, confirmando a presenca
da LPMO recombinante no respectivo sobrenadante, em comparagdo com os controles negativo (pG) e positivo
(C+, correspondente a LPMO recombinante da bactéria H. ganghwensis). B. botryosum: A figura mostra o gel de
poliacrilamida corado com Comassie, sendo possivel observar 4 transformantes (1 a 4) produtores da LPMO de B.
botryosum apds 72h de cultivo em frascos, conforme destacado no retangulo. Neste gel ndo é mostrado o controle
negativo correspondente ao sobrenadante de P. pastoris transformada com o vetor vazio pPICZB. M - PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa — Thermo Scientific.
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A Figura 2 mostra a expressao heteréloga da LPMO da bactéria T. fusca (proteina
completa), bem como do dominio catalitico AA10 das LPMOs de S. pacifica, H.
ganghwensis, M. dasanensis e V. maris. A producdao recombinante de uma LPMO
da bactéria S. pacifica é inédita. Verificou-se que as LPMOs bacterianas também
apresentaram massas superiores ao previsto, provavelmente devido a altera¢des pds-
-traducionais, porém as proteinas migraram como bandas Unicas no gel de poliacrilamida
(p. ex.: T. fusca, S. pacifica e H. ganghwensis).

Caracterizagao da atividade enzimatica por ensaios
fluorimétricos e por espectrometria de massas

A Tabela 2 mostra os resultados do teste de producdo de perdxido de hidrogénio
de cinco LPMOs recombinantes. Os ensaios foram realizados utilizando tampdo e
pH adequados para o funcionamento da peroxidase (fosfato de sddio; pH 7,4). Tais
condi¢cbes podem ndo ser adequadas para as diferentes LPMOs avaliadas. Em todo o
caso, o resultado positivo do teste, comparado a todos os controles, indica que pelo
menos o sitio ativo da proteina heteréloga estd funcional, o que por sua vez indica que
o processamento N-terminal da LPMO foi realizado de forma adequada por P. pastoris.
Os resultados mostraram que o sitio ativo das cinco LPMOs recombinantes realizou a
redugdo de O, para H,0O, na presenca do doador de elétrons (ascorbato), e auséncia de
substrato celuldsico, nas condic¢des utilizadas.

Tabela 2. Caracterizacdo funcional de LPMOs recombinantes quanto a capacidade de producdo de

perdxido de hidrogénio (H,0,) em ensaio fluorométrico Amplex Red/Horseradish peroxidase.

Amplex Red/
Origem da LPMO Forma recombinante secretada e purificada Horseradish
peroxidase
Neurospora crassa Proteina completa; His6-tag (C-terminal) Positivo
Gloeophyllum trabeum Dominio catalitico AA9; His6-tag (C-terminal) Positivo
Thermobifida fusca Proteina completa; His6-tag (C-terminal) Positivo
Hahella ganghwensis Dominio catalitico AA10; His6-tag (C-terminal) Positivo

Salinispora pacifica Dominio catalitico AA10; His6-tag (C-terminal) Positivo
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T. fusca (vetor pPICZaA) S. pacifica (vetor pPICZaA)
M 1 2 3 4 kDa

M 1 2 3 4
M 1 2 3

u’ 250

. 1001

70

. 55
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+ C+
R Salinispora ppiczan ¢ €

H. ganghwensis (vetor pPICZaA) M. dasanensis / V. maris (vetor pGAPZaA)
kpa 1 2 3 4 5 6 7

kDa

MdAA10.1-SD  pGAP

+ VmAA10.2-5D

Figura 2. Analise por SDS-PAGE, dot-blot e/ou Western blot do sobrenadante de transformantes de P. pastoris

5%

X-33 produtores de cinco LPMOs bacterianas. T. fusca: Exemplo das analises por SDS-PAGE e Western blot de
transformantes selecionados. M - Marcador Color Protein Standard Broad Range, NEB. 1 e 3 - Perfil proteico do
sobrenadante do cultivo de 48h e de 72h da cepa controle de P. pastoris contendo o vetor vazio pPICZaA. 2 e 4
- Sobrenadante do cultivo de 48h e de 72h de P. pastoris produtora da LPMO de T. fusca. A andlise de Western blot
correspondente é mostrada seguindo a mesma ordem, sendo que as setas brancas indicam a LPMO recombinante de
T. fusca. S. pacifica: Exemplo das analises por SDS-PAGE e dot-blot de transformantes selecionados. M - PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Scientific. 1 e 2 - sobrenadantes do cultivo (72h) de dois
transformantes de P. pastoris produtores da LPMO de S. pacifica (dominio catalitico AA10). 3 — controle positivo,
correspondente a LPMO recombinante de T. fusca; o controle negativo ndo é mostrado neste gel. Também é mostrada
a anadlise por dot-blot, confirmando a secre¢do da LPMO recombinante de S. pacifica no sobrenadante (72h) de
um transformante selecionado, em compara¢do com o sobrenadante da linhagem controle contendo o vetor vazio
pPICZaA e com o controle positivo (LPMO recombinante de T. fusca). A membrana de nitrocelulose foi marcada com
anticorpo Anti-HisTag conjugado a fosfatase alcalina e a revelacdo foi feita com substrato NBT/BCIP. H. ganghwensis:
Exemplo das andlises por SDS-PAGE e Western blot de transformantes selecionados produtores do dominio AA10 da
LPMO de H. ganghwensis. 1 - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific. 2 e 4 - Sobrenadantes
do cultivo (72h) de dois transformantes de P. pastoris produtores do dominio AA10 da LPMO de H. ganghwensis.
3 e 5 - imunodetecgdo correspondente usando anticorpo contra cauda de poli histidina. 6 e 7 - controle positivo,
correspondente a uma xilanase recombinante obtida na Embrapa Agroenergia. M. dasanensis / V. maris: Exemplo
da andlise dot-blot do sobrenadante do cultivo (72h) de transformantes de P. pastoris produtores dos dominios
cataliticos AA10 das LPMOs de M. dasanensis (MdAA10.1-SD) e de V. maris (VmAA10.2-SD). (+) controle positivo,
correspondente a LPMO recombinante de T. fusca. pGAP - controle negativo, correspondente ao sobrenadante do

cultivo de P. pastoris transformada com o vetor vazio pGAPZaA.
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As analises HILIC-UHPLC-ESI-MS confirmaram a capacidade da LPMO recombinante
da bactéria T. fusca (proteina completa), bem como dos dominios cataliticos
AA10 recombinantes das bactérias extreméfilas S. pacifica e H. ganghwensis de
despolimerizarem a celulose na presenca de acido ascérbico através de mecanismo
oxidativo, uma vez que celo-oligossacarideos oxidados foram detectados como
produtos de a¢do dessas enzimas (Figura 3). O perfil de produtos cataliticos sugere que
o dominio catalitico AA10 da LPMO de S. pacifica apresenta regioseletividade C1/C4,
uma vez que celo-oligossacarideos oxidados nas posi¢des C1 (GlcGIc1A — Glc,GIclA) e
C4 (GIc4KGlc — GIc4KGlc,) foram detectados. O dominio catalitico AA10 da LPMO de H.
ganghwensis, bem como a LPMO completa de T. fusca, por outro lado, liberaram apenas
celo-oligossacarideos Cl-oxidados (GlcGlc1A — Glc,Glc1A), indicando regioseletividade
C1. As diferentes regioseletividades das LPMOs e seus dominios cataliticos podem ser
exploradas para diferentes aplicagdes e ampliam o potencial biotecnolégico deste grupo
de enzimas.

A LPMO do fungo G. trabeum nao produziu oligossacarideos oxidados em niveis
superiores aos detectados no controle negativo (na auséncia de 4cido ascérbico), ndo
sendo possivel concluir sobre sua atividade. No caso, somente o dominio AA9 da LPMO
de G. trabeum foi expresso e uma cauda de poli histidina foi incluida na extremidade
C-terminal, modificagdes que podem interferir na atividade oxidativa sobre a celulose,
conforme relatado para algumas LPMOs (Gaber et al., 2020). Apesar disso, conforme
Tabela 2, o teste fluorométrico mostrou que o sitio ativo desta proteina esta funcional.

A presenca de cauda de poli histidina na por¢dao C-terminal da LPMO de T. fusca
e nos dominios AA10 das LPMOs de S. pacifica e H. ganghwensis, entretanto, ndo
inviabilizaram a capacidade de despolimerizar a celulose. Além disso, com excecao
da LPMO da bactéria T. fusca, que foi sintetizada de forma completa, as LPMOs de S.
pacifica e H. ganghwensis foram produzidas somente com o dominio catalitico (AA10),
e mesmo assim mostraram-se funcionais pelos métodos utilizados (colorimétrico e
espectrométrico). Estes dados corroboram estudos anteriores sobre a funcionalidade
de dominios cataliticos de LPMOs produzidos em hospedeiros heterélogos e que tal
atividade depende da proteina e de outros fatores (Gaber et al., 2020).

As quatro enzimas testadas liberaram celo-oligossacarideos neutros (Glc, — Glc,)
independentemente da adicdo de agente redutor, provavelmente devido a presenca
de tracos de endoglucanases secretadas por P. pastoris nas preparagdes enzimaticas
purificadas que foram utilizadas nos testes. Tal hipdtese é corroborada pela detecgcao
de atividade de endoglucanase no sobrenadante de P. pastoris transformada com os
vetores de expressao pGAPZB e pPICZaA vazios (dados ndo mostrados).
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Conclusoes

Das oito LPMOs recombinantes obtidas, cinco foram caracterizadas e mostraram-
-se funcionais por pelo menos um dos métodos utilizados e trés foram capazes
de despolimerizar a celulose. Estudos futuros comparando as diferentes formas
recombinantes das LPMOs avaliadas no presente trabalho (proteina completa versus
dominio catalitico) deverdo ser realizados para melhor caracterizacdo da funcionalidade
destas enzimas.

A capacidade de despolimerizar a celulose faz desse conjunto de LPMOs
recombinantes um ativo tecnolégico que poderd ser aplicado como um insumo para
o desenvolvimento de produtos ou processos que dependem da despolimerizacdo da
celulose. Por exemplo, essa colecdao de LPMOs pode ser avaliada para desenvolvimento
de coquetéis enzimaticos ou suplementacdo de tais coquetéis para sacarificacdo
enzimatica de biomassas lignoceluldsicas. Conforme relatado na literatura cientifica
e patentdria, as LPMOs encontram aplicacbes em diferentes tipos de industria: de
alimentos, nas etapas de processamento na industria de papel e celulose, nas diferentes
etapas de processamento de fibras téxteis e tecidos, como insumos na producdo de
racdo animal, na industria quimica baseada em celulose, para producdo de nanofibras
de celulose a partir de diferentes matérias-primas, entre outras aplicacdes no conceito
de biorrefinarias de materiais lignoceluldsicos.
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