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RESUMO

Para o melhor aproveitamento da biomassa na producdo de etanol
lignocelulésico, a xilose, principal acucar que compde a hemicelulose,
poderia ser fermentada juntamente com a glicose. No processo fermentativo,
0 micro-organismo mais utilizado é a levedura Saccharomyces cerevisiae,
uma excelente produtora de etanol. Contudo, esta levedura ndo é capaz de
fermentar pentoses, como a xilose. Embora ja tenham sido desenvolvidas
linhagens recombinantes que sdo capazes de metabolizar xilose, o processo
ainda nao é eficiente, sendo uma das limitacées o transporte deste acucar,
que é realizado por meio de transportadores de hexose. Para analisar o
influxo de xilose e assim verificar a afinidade de transportadores capazes de
realizar a internalizacdo deste acucar, foi construido um nanosensor
baseado na proteina periplasmatica XBP (Xylose Binding Protein) e em
proteinas fluorescentes. Assim, a XBP foi fusionada e flanqueada por duas
variantes da GFP (Green Fluorescent Protein), a eCFP (Cyan Fluorescent
Protein) e a Vénus (Yellow Fluorescent Protein), cujos espectros de emissao
e excitacdo, respectivamente, sdo sobrepostos, permitindo assim a
ocorréncia do FRET. Alteracbes neste fendmeno podem ser mensuradas,
permitindo o monitoramento de moléculas com resolucdo espacial e
temporal in vivo e de mudangas conformacionais de proteinas associadas a
interagdo de um ligante. Além disso, foi construida uma vers&o truncada do
nanosensor, portando uma delecdo na XBP para monitorar o processo de
ligacdo do agucar a proteina, mediante uma alteracdo mais expressiva do
FRET. Primeiramente foram realizados estudos de modelagem a fim de
verificar se 0 nanosensor apresentaria uma estrutura que favoreceria o
FRET. Com a sequéncia definida, o gene foi sintetizado e posteriormente, foi
realizada uma delecao de 69 pb no dominio de ligacado a xilose por meio de
PCR. Os dois genes codantes para o nanosensor intacto e truncado foram
expressos em Escherichia coli. Ap6s a purificacdo de ambas as proteinas
por meio de cromatografia de afinidade, verificou-se ocorréncia do FRET por
ensaios de fluorimetria para os dois nanosensores. O nanosensor intacto

exibiu uma Ky por xilose de aproximadante 3,41 uM a 25 °C enquanto que o

Vi



nanosensor truncado apresentou uma Ky de aproximadamente 0,97 uM na
mesma temperatura, possuindo este maior afinidade pelo aglucar que o
nanosensor intacto. Para este também foram calculados os parametros
termodinamicos da interacao, a qual exibiu um AH de aproximadamente 13
kcal/mol, AS de 68 cal/mol.K e AG de -7 kcal/mol. Estes valores indicam que
a interacdo é espontdnea, entropicamente guiada e favorecida por
interagc6es hidrofobicas. Ensaios de especificidade do nanosensor intacto
demonstraram que este também possui afinidade pelos acucares xilulose (Kqg
de 0,24 uM) e xilitol (K4 de 0,31 uM). A expressdo do nanosensor intacto em
Saccharomyces cerevisiae revelou que os fluoréforos encontram-se
funcionais no citoplasma da célula, porém nao foi verificada a ocorréncia do

FRET, sendo necessaria a otimizacdo do ensaio in vivo.
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ABSTRACT

Xylose, a highly abundant pentose present in hemicellulose, can be
fermented along with glucose to improve harnessing of biomass to produce
lignocellulosic ethanol. The yeast Saccharomyces cerevisiae is widely used in
fermentative processes but is unable to use pentoses. Although strains that
metabolize xylose had already been developed, the process remains inefficient.
One bottleneck is the uptake of this sugar, since this is carried out by hexose
transporters. Hence, studies on xylose transport are of utmost interest. In order
to analyze the xylose uptake and therefore evaluate the affinity of sugar
transporters, a nanosensor was built based on XBP (Xylose Binding Protein)
fused to two variants of GFP (Green Fluorescent Protein), the eCFP and the
eYFP, whose emission and excitation spectra, respectively, are overlapped,
allowing the occurrence of FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Modifications in this phenomenon can be measured, which enables molecules
monitoring of conformational changes in proteins, which is associated with a
binding event. Besides, a new version of the nanosensor was constructed by
PCR, which contains a deletion in XBP in order to evaluate if there is an
increase in FRET efficiency. First of all, modelling studies were performed to
verify if the nanosensor would present a tridimensional structure that enables
the FRET occurrence. Then, the encoding genes for both nanosensors were
expressed in Escherichia coli. Following the protein purification of both
nanosensors by affinity chromatography, the occurrence of FRET was checked
by fluorimetric assays. The intact nanosensor exhibited a Ky of 3,41 uM at
25 °C, while the truncated nanosensor exhibited 0,97 uM for Ky at the same
temperature, demonstrating that the last one has more affinity for xylose than
the intact nanosensor. For this, the thermodynamics parameters of the
interaction were calculated, which exhibited a AH of 13 kcal/mol, AS of 68
cal/mol and a AG of -7 kcal/mol. These values indicated that the interaction is
spontaneous, driving by entropy and favored by hydrophobic interactions. Also,
specificity assays for intact nanosensor showed that it has affinity for xylulose
(Kg of 0,24 uM) and xylitol (Kq of 0,31 puM). The expression of the intact
nanosensor in Saccharomyces cerevisiae showed that the fluorophores are
functional, but occurrence of FRET was not observed, being necessary the
optimization of the in vivo assay.
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1. INTRODUCAO

1. Introducao

1.1. Etanol Lignocelulésico

A utilizacdo de combustiveis fésseis traz inUmeros problemas, que estao
relacionados a sua deplecdo e ao impacto ambiental, particularmente em
relacdo ao aquecimento global (Goldemberg, 2007). Dessa forma, é necessario
buscar alternativas aos combustiveis fésseis como fonte de energia, que sejam
renovaveis e que levem a um desenvolvimento sustentavel. Uma opcao é a
utilizacdo do etanol, que foi estabelecida no Brasil por meio do Proalcool
(Programa Nacional do Alcool) lancado em 1975. Com esta iniciativa do
governo, o pais foi capaz de desenvolver uma promissora plataforma para a
producédo de etanol a partir da cana-de-agucar, gerando uma fonte de energia
renovavel e menos poluente que os combustiveis fésseis, sendo que hoje, a

producéo deste biocombustivel € a que envolve menos custos (EPA, 2010).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de etanol a partir da
cana-de-agucar. Contudo, a partir dos anos 2000, houve um aumento notavel
na demanda pelo combustivel. O aumento do preco do petréleo, a
preocupacao em proteger o meio ambiente, estabelecida pelo Protocolo de
Kyoto, e interesses em desenvolver fontes de energia alternativas fizeram do
etanol o principal candidato (Zafeiriou et al., 2014). Somado a isso, houve um
grande crescimento no numero de veiculos flex no Brasil, sendo que no inicio
de 2014, estes constituiam aproximadamente 62% da frota de veiculos leves
no pais, segundo dados da UNICA (Unido da Indistria de Cana-de-agucar),
havendo assim, uma demanda crescente por este biocombustivel. Dessa
forma, é imperativo o desenvolvimento de novas tecnologias que visem a
melhoria na producdo de biocombustiveis, e o0 etanol de segunda geracéo

surge como principal alternativa para suprir a crescente demanda.

O etanol de segunda geracdo, também chamado de etanol
lignocelulésico, utiliza como matéria prima a biomassa vegetal de residuos
agricolas e florestais (madeira), o que confere ao Brasil um grande potencial
para a sua producao ja que o pais possui a maior reserva de biomassa do
planeta. Além disso, a cana-de-agucar é a matéria-prima de maior produgao
em todo o mundo, sendo o Brasil seu o maior produtor (Cortez et al., 2008).
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Segundo dados da UNICA, a producgao brasileira de cana-de-acucar na safra
de 2013/2014 foi de 653 milhdes de toneladas, sendo que aproximadamente
um terco é bagaco, que € queimado para a cogeracdao de energia elétrica
(Cortez et al., 2008). Na queima do bagaco de cana-de-agucar, 35% da energia
armazenada na planta podem ser convertidos em eletricidade; se fosse
convertido em biocombustivel, o aproveitamento seria de 50% (Pereira-Jr. et
al., 2008; Somerville, 2007).

Portanto, um aumento significativo na producao de etanol seria possivel
com o desenvolvimento de tecnologias que convertessem o0s polissacarideos
das folhas, da palha e do bagaco da cana-de-acucar em combustivel, 0 que
representa dois tercos da biomassa (Soccol et al., 2010). Dessa forma, haveria

um aumento de producao sem aumentar a area plantada.

Além de utilizar residuos e de reduzir custos de producdo, uma vez que
70% destes resultam de matéria-prima (para o etanol de primeira geracao)
(Soccol et al., 2010), a producdo de etanol lignocelulésico tem atraido
consideravel atencao devido ao seu potencial de mitigar o0 aguecimento global
e aliviar a demanda por petréleo (Wang et al., 2014). Ademais, a utilizacao da
biomassa lignocelulésica derivada de residuos agricolas e florestais diminuiria
a competicdo entre a produgédo de combustiveis e de alimentos.

1.2. Biomassa

Os residuos que compbdem a biomassa sdo constituidos de material
lignocelulésico. A composicao quimica deste varia entre as espécies, mas
consiste aproximadamente de 25% de lignina e 75% de polimeros de
carboidratos, ou seja, a celulose e a hemicelulose. A celulose é um
polissacarideo de alta massa molecular constituido de 4000 a 8000 moléculas
de glicose conectadas por ligacbes [B-1,4. Ja a hemicelulose é um
polissacarideo de baixa massa molecular, apresentando menos de 200
residuos variados, conectados por ligacées B-1,3. As estruturas mais comuns
séo as xilanas, arabinoxilanas, glicomananas e galactoglicomananas (Aristidou
e Pentilld, 2000).
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Assim, o componente mais abundante da biomassa € a glicose. Em
relacdo a hemicelulose, a xilose, uma pentose, € o acucar mais abundante,
constituindo uma fracdo de 5 a 20%, dependendo da matéria-prima. Dessa
forma, a xilose € o segundo acgucar mais abundante da biomassa (Aristidou e
Pentilla, 2000), sendo que sua fermentagdo juntamente com a glicose tornaria

a producéao de etanol mais rentavel.

1.3. Utilizacao da xilose no processo fermentativo

Nos processos fermentativos, o micro-organismo mais utilizado é a
levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura ja é tradicionalmente
utiizada em fermentacdo alcodlica de larga escala. Portanto, estd bem
adaptada ao contexto industrial, produzindo altos rendimentos de etanol (Hahn-
Hagerdal et al., 2007). Além disso, é muito mais resistente ao ambiente téxico
dos hidrolisados lignocelulésicos que bactérias modificadas geneticamente
(Kuyper et al., 2005a), ja que tolera altas concentragdes de etanol no meio e
inibidores presentes na biomassa hidrolisada (Saloheimo et al.,, 2007). Ainda,
tolera o baixo pH do processo fermentativo, que previne contaminacdo por
bactérias (Wang et al., 2013). Também, ja foram desenvolvidas ferramentas
moleculares para sua manipulagdo genética e possui um processo industrial ja
estabelecido (Young et al., 2014), além de apresentar status GRAS (Generally

Recognized as Safe).

Embora apresente varias vantagens, o maior inconveniente de utilizar a
levedura S. cerevisiae para a fermentacdo de material lignocelulésico é a sua
incapacidade de metabolizar e fermentar a xilose em etanol (Hahn-Hagerdal et
al., 2007). Para contornar essa deficiéncia, varios trabalhos vém sendo
realizados, introduzindo-se a via metabdlica de degradacdo da xilose no

metabolismo da S. cerevisiae.

Os micro-organismos em geral metabolizam a xilose a xilulose por meio
de duas vias distintas. A via de uma reacdo catalisada pela enzima xilose
isomerase (XI) é tipica de bactérias, enquanto que a via com dois passos
envolvendo a xilose redutase (XR) e a xilitol desidrogenase (XDH)

normalmente é encontrada em leveduras. Apds a formacao da xilulose, esta é
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fosforilada e assim pode ser catabolizada por meio da via das pentoses-fosfato
e pela via Embden-Meyerhof-Parnas, para a sua conversao a etanol (Aristidou
e Pentilld, 2000). Dessa forma, a introducéo da via de degradacao de xilose no
metabolismo da S. cerevisiae, seja ela de origem fungica ou bacteriana, foi
realizada integrando os respectivos genes ao genoma da levedura (Brat et al.,
2009; Hahn-Hagerdal et al., 2007; Jeffries e Jin, 2004; Kuyper et al., 2005a;
Lénn et al., 2003; Madhavan et al., 2008).

Contudo, uma conversao eficiente de xilose em etanol € limitada por
varios fatores, incluindo desequilibrio do estado redox da célula quando sao
utilizadas as enzimas XR e XDH, insuficiente fluxo de xilose através da via das
pentoses-fosfato quando comparado com outras leveduras e a falta de
transportadores especificos de xilose (Matsushika et al., 2009). Uma vez que a
S. cerevisiae nao expressa transportadores especificos para a xilose, o influxo
desta é feito por meio de transportadores de hexose, que possuem baixa
afinidade por esta pentose (Runquist et al., 2009). Dessa forma, o transporte de
xilose para o meio intracelular ocorre em taxas consideravelmente mais baixas
do que para o transporte de glicose, o que limita a sua utilizacao (Hector et al.,
2008). Além disso, anadlises realizadas em linhagens adaptadas para um
melhor crescimento em xilose indicaram aumento no nivel de expressao de
transportadores de hexose, verificado por microarranjo de DNA (Wahlbom et
al., 2003), além de uma cinética alterada do transporte de xilose (Kuyper et al.,
2005b). Assim, a translocagéao deste aglcar para o meio intracelular € um dos
passos limitantes para a utilizacao da xilose (Hector et al., 2008).

Apesar disto, trabalhos que realizaram uma superexpressdao de
transportadores de hexoses da familia HXT (Hexose Transporters) em S.
cerevisiae recombinante mostraram uma melhora no aproveitamento da xilose
(Saloheimo et al., 2007; Sedlak e Ho, 2004). No entanto, este aglcar s6 é
utilizado ap6s o consumo de glicose (Hector et al., 2008). Outros trabalhos
realizaram expressao heteréloga de transportadores especificos para a xilose.
Em um deles, a expressao de transportadores de xilose de Arabidopsis thaliana
em S. cerevisiae expressando os genes XYL1 (xilose redutase de Pichia
stipitis), XYL2 (xilitol desidrogenase de P. stipitis) e XKS1 (xiluloquinase

endogena de S. cerevisiae), aumentou o acumulo de xilose intracelular em
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46%, levou a um aumento de 50% do consumo de xilose antes da deplecao da
glicose e aumentou em 30% a produtividade de etanol (Hector et al., 2008).
Outro estudo empregou o gene GXF1 (facilitador de glicose/xilose) de Candida
intermedia em uma linhagem de S. cerevisiae capaz de fermentar xilose, sendo
demonstrado que a afinidade por este acucar foi trés vezes maior do que
expressando os transportadores nativos. A linhagem com o transportador
GXF1 foi capaz de internalizar xilose duas vezes mais que a linhagem controle,
obteve crescimento celular quase duas vezes maior e foi capaz de consumir
xilose em baixas concentracbes no meio durante toda a fermentacdo. Além
disso, a producdo de etanol ocorreu de forma mais rapida (Runquist et al.,
2009).

Assim, o transporte de xilose para dentro da célula ainda € uma das
maiores limitagdes para atingir um rendimento maximo de etanol a partir de
residuos lignocelulésicos, sendo que o transporte ideal para uma maior
fermentacdo da xilose seria especifico para este acucar e nao inibido por
outros carboidratos presentes em hidrolisados. Além disso, é necessario
determinar se um aumento do influxo de xilose pode ser empregado como
estratégia para aumentar a fermentacdo de xilose a partir de hidrolisados
lignocelulésicos (Hector et al., 2008).

1.4. Estudo de transportadores

A fim de determinar se um aumento do influxo de xilose pode ser
empregado para uma maior produtividade de etanol e otimizar o processo de
transporte de xilose para o interior da célula, faz-se necessario estudos acerca
dos transportadores de acglcares, nos quais avalia-se a afinidade desses
transportadores. Para tanto, uma das técnicas utilizadas € medir por
cintilografia o influxo de xilose marcada com '*C (Runquist et al., 2009;
Saloheimo et al., 2007). No entanto, essa técnica ndo permite uma avaliagao
em tempo real, além de demandar cuidados especiais de manipulagao e exigir
estrutura para se trabalhar com material radioativo (Kaper et al., 2008). Outro
método empregado para medir a quantidade de xilose intracelular é a utilizacdo
de HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (Hector et al., 2008;
Sedlak e Ho, 2004). Porém, essa técnica é imprecisa, pois nao é possivel
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avaliar a quantidade exata que foi transportada, uma vez que a xilose ja pode
ter sido metabolizada no momento da medicdao. Assim, nenhuma dessas
metodologias mensura as mudangas de metabdlitos em tempo real nem
consideram variagdes de concentragdo em nivel celular, sendo que seria
vantajosa uma técnica nao invasiva para o melhor entendimento do
metabolismo (Fehr et al., 2002).

Como alternativa a estas técnicas, muitos sensores fluorescentes ja
estao disponiveis, e permitem o monitoramento de ions, moléculas, atividade
enzimatica e mudancas conformacionais de canais com resolucao espacial e
temporal em células vivas. Estes sensores facilitam n&o somente a
mensuracdo de concentragdes estacionarias ou niveis de atividade, como
também permitem a quantificacdo de fluxo e cinética in vivo (Palmer et al.,
2011). Um dos sensores fluorescentes empregados sdo os nanosensores FLIP
(Fluorescent Indicator Protein), baseados em proteinas periplasmaticas de
bactéria. Eles tém sido utilizados com sucesso para detectar moléculas
pequenas, fornecendo um novo conjunto de ferramentas para o0 monitoramento

em tempo real dos niveis de metabdlitos em células vivas (Kaper et al., 2008).

Assim, técnicas que utilizam a fluorescéncia surgem como metodologias
ndo invasivas com a vantagem de resolucdo temporal e espacial, além da

possibilidade de serem utilizadas in vivo.

1.4.1. O fendmeno da fluorescéncia

A fluorescéncia é uma das formas de luminescéncia, na qual um
fluor6foro absorve luz (excitacdo) em determinado comprimento de onda e
emite em um comprimento de onda maior, devido a perda de energia. A
emissdo de luz ocorre a partir de estados eletronicamente excitados. Em
estados excitados denominados “singletos”, o elétron excitado esta pareado
(por spin oposto) ao segundo elétron no orbital de estado fundamental.
Consequentemente, o retorno ao estado fundamental é permitido e ocorre
rapidamente pela emissdo de um féton, que é a fluorescéncia. Ocasionalmente,
o estado excitado singleto pode ser convertido em um estado denominado
“tripleto”. Neste, o elétron no orbital excitado possui a mesma orientacao de
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spin que o elétron do estado fundamental. A transi¢cdo para este é dificultada e
a emissao de luz ocorre mais devagar, que é a fosforescéncia (Lakowicz,
2006). A Figura 1 mostra o diagrama de Jablonski, diferenciando as duas

formas de luminescéncia.

53
Estados
S, \ excitados
i s singletos
L 51
=
€
c
0 Excitagdo Fluorescéncia
(absorgdo (emissio de Estados
de luz) luz) excitados
tripletos
S * Fosforescéncia
0

Estado Fundamental

Figura 1: Diagrama de Jablonsky. Fendémeno da fluorescéncia diferenciando-a da
fosforescéncia. Sy representa o estado fundamental, e S;, S, e S;, estados excitados.
Modificado de Bharill (2010).

A fluorescéncia ocorre tipicamente em moléculas aromaticas. Uma
importante caracteristica da fluorescéncia é a alta sensibilidade de deteccao,
ndao havendo necessidade de lidar com as dificuldades inerentes aos
marcadores radioativos. Devido a isso, houve um crescimento na utilizacdo da
fluorescéncia para a obtencdo de imagens celulares e moleculares. Estas
podem revelar a localizacdo e concentracdo de moléculas intracelulares,
ocasionalmente ao nivel de deteccao de uma Unica molécula devido a sua faixa

especifica de excitacdo e emissao (Lakowicz, 2006).

Um importante processo que ocorre no estado excitado é o FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer). Este processo ocorre sempre que
0 espectro de emissdao de um fluoréforo, chamado de doador, sobrepde-se ao
espectro de absorcdo de outra molécula, chamada de aceptor (Lakowicz,

2006), como é mostrado na Figura 2.
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CFP YFFP
Al Em.  Abs. Em Sobreposicio

\/ / dos espectros

= AbsorbandaFluorescenca

Figura 2: Sobreposicao do espectro de emissao (Em.) do fluoréforo CFP com o espectro
de absorcao do fluoroforo YFP (Abs.). A area de sobreposi¢cdo estd mostrada em verde.
Modificado de Ruzin (2014).

O FRET é um fenbémeno eletrodinamico que nao envolve o
surgimento de um foéton intermediario durante o processo, sendo resultado de
uma interacdo dipolo-dipolo entre o doador e o aceptor (Lakowicz, 2006).
Assim, apdés a excitagdo do fluoroéforo doador, a energia é transferida ao
aceptor e emitida por este, caso também seja um fluoréforo. A taxa de
transferéncia de energia depende da extensao de sobreposicdo do espectro de
emissdo do doador e do espectro de absorcdao do aceptor, da orientacédo
relativa dos dipolos de transicdo das moléculas doadora e aceptora e da
distancia entre estas (Lakowicz, 2006).

1.4.2. Nanosensores FLIP

Os nanosensores FLIP ja mencionados foram baseados no
fendbmeno do FRET (Figura 2). Estes consistem de um dominio de ligagcéo para
determinada molécula acoplado a um par de proteinas fluorescentes variantes
da GFP (Green Fluorescent Protein), que possuem propriedades que as fazem
adequadas para o FRET (Kaper et al.,, 2008). Normalmente, o dominio de
ligacdo provém de uma PBP (Periplasmatic Binding Proteins). As PBPs

constituem uma diversa familia de proteinas que fazem parte de complexos
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transportadores de Escherichia coli e outras bactérias e sdo capazes de se

ligar a uma variedade de substratos com alta afinidade (Fehr et al., 2002).

A bactéria E. coli possui uma proteina periplasmatica de ligacao a
xilose, a XBP (Xylose Binding Protein), codificada pelo gene xylF. Esta proteina
faz parte do sistema de translocacdo de xilose para o citoplasma, sendo
responsavel pelo seu reconhecimento, possuindo alta afinidade por seu ligante
(Sooriyaarachchi et al., 2010).

Uma caracteristica importante das PBPs para a construgdo de
nanosensores é a sua capacidade de sofrer uma mudanca conformacional
devido a ligacdo de seu substrato (Fehr et al., 2002). Com o nanosensor
construido, essa mudanca conformacional resultante da ligacdo do substrato
aproxima ou afasta os dois dominios fluorescentes, resultando no fenémeno do
FRET ou em alteragcdo deste. Esta alteragdo permite o monitoramento do
ligante em microscépio de fluorescéncia ou em fluorimetro. Devido a mudanca
conformacional, que resulta em variagcbes no FRET, € possivel determinar o
nivel dos metabdlitos em tempo real (Kaper et al., 2008).

Como visto na Figura 3, a excitacao de um fluoréforo componente de
um nanosensor na auséncia de seu ligante resulta principalmente na emissao
de um comprimento de onda de 475 nm, correspondente a emissao do primeiro
dominio fluorescente. Com a ligagdo de seu substrato, que neste exemplo sao
ions de zinco, a proteina sofre uma mudanca conformacional que leva a
aproximacao dos dominios fluorescentes, e em consequéncia, a alteracdo do
FRET. Dessa forma, hd a emissdo de um comprimento de onda de 535 nm,
proveniente do segundo fluréforo. Assim, ha um aumento relativo das emissoes
do segundo comprimento de onda (535 nm) em relagdo ao primeiro
comprimento de onda (475 nm), devido a alteracdo do FRET.
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Figura 3: Exemplo de um nanosensor FLIP com propriedades de FRET. Sua ativacao
ocorre por mudanga conformacional devido a ligacdo do seu substrato. Modificado de Palmer
etal. (2011).

Um par de proteinas fluorescentes bastante comum e disponivel para
a construcao de nanosensores €& o par eCFP (enhanced Cyan Fluorescent
Protein)/Vénus (eYFP - enhanced Yellow Fluorescent Protein). Essas proteinas
sao variantes da GFP isolada da agua-viva Aequorea victoria. Tanto a eCFP
(Heim e Tsien, 1996) quanto a eYFP (Wachter et al, 1998) foram
desenvolvidas por meio de mutagdes pontuais a partir da sequéncia da GFP.
Ainda, a variante Vénus é uma versdao melhorada da eYFP, cujas mutagdes
proporcionaram um menor tempo de maturagdo da proteina e uma maior
intensidade de fluorescéncia (Nagai et al, 2002). Mutantes da GFP com
espectros de emissdo e excitacdo alterados sdo importantes por fornecer
diferentes indicadores para monitorar multiplos eventos celulares
simultaneamente e para prover doadores e aceptores para pares com
propriedades de FRET (Heim e Tsien, 1996).

Além disso, como a eficiéncia do FRET também depende da
distancia entre as moléculas doadora e aceptora, & possivel realizar
modificacoes no dominio de ligagdo ao substrato de modo a alterar seu
tamanho. Deuschle et al. (2005) testaram diferentes modificacées no dominio
de ligacao entre os fluor6foros de nanosensores para glicose e glutamato que
ja haviam sido descritos na literatura, com o objetivo de verificar se ha uma
melhora na eficiéncia do FRET. Dentre as modificacées, foram realizadas

insercoes e delecdes de residuos de aminodacidos. Foi observado que uma
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delecédo de 31 residuos de aminoacidos aumentou em trés vezes a taxa de

transferéncia de energia entre os fluoréforos em relacdo ao sensor original.

As PBPs ja foram empregadas com sucesso para a construcdo de
nanosensores FLIP, sendo estes utilizados na deteccdo e quantificacdo de
varios metabdlitos. Dentre os aclcares, ja foram desenvolvidos sensores para
a sacarose (Lager et al., 2006), arabinose (Kaper et al., 2008), maltose (Fehr et
al., 2002), ribose (Lager et al., 2003) e glicose (Fehr et al., 2003). Também ja
foram construidos nanosensores para aminoacidos como glutamato (Dulla et
al., 2008), triptofano (Kaper et al., 2007) e leucina (Mohsin et al., 2013). Ainda,
foram concebidos nanosensores para diversos ions, como CI' (Zhong et al.,
2014), Ca®* (Cornea et al., 2009; Liu et al., 2011; Miyawaki et al., 1997), Cu*
(Liang et al., 2014), Mg?* (Lindenburg et al., 2013), entre outros. Nanosensores
para outros metabdlitos como cAMP (Bérner et al., 2011) e citrato (Ewald et al.,

2011) também ja foram descritos.

Por meio dos nanosensores FLIP, também ¢é possivel analisar o
estado redox da célula (Oku et al., 2013; Yano et al., 2010), verificar atividade
enzimatica (Aoki e Matsuda, 2009; Stawarski et al., 2014), analisar estruturas
celulares (Intyre et al., 2007), além de determinar a eficacia de drogas contra
cancer (Bozza et al.,, 2014) e AIDS (Cella et al., 2014). Sendo assim, sao
inUmeras as aplicacbes para 0s nanosensores, que trazem a vantagem de

realizar estudos in vivo n&o invasivos e em tempo real.

Dessa forma, os nanosensores podem ser aplicados em estudos de
transportadores de xilose, sendo estes importantes para a escolha de
transportadores, nativos ou heterdlogos, que realizem uma translocacao
eficiente do aglcar em leveduras capazes de fermentar xilose a etanol, sendo

que tal ferramenta ainda nao foi explorada nem descrita na literatura.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Construir e caracterizar nanosensor de xilose para seu posterior uso na
avaliacao do grau de afinidade de transportadores no influxo de xilose em S.

cerevisiae.

2.2. Obijetivos Especificos

1) Analisar in silico o FLIP sintético;

N

Construir nanosensor truncado por meio de PCR;

A W

Purificar os nanosensores;

(¢,

)
) Expressar genes dos nanosensores em E. coll;
) Determinar K4 e parametros termodindmicos da interacao da

xilose com o0 nanosensor intacto;

6) Validar o nanosensor in vivo (S. cerevisiae).

12
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3. ESTRATEGIA

A estratégia geral para a execucao do trabalho esta esquematizada na

Figura 4.

Modelagem da estrutura
proteica

Sintese do gene
FLIPXylF

|

Modificacdo do dominio de
ligacdo

!

1

Clonagem do gene no
vetor Y1PGK1

Expresséo heteréloga em
E. coli

!

!

Expresséo em S.
cerevisiae

Purificacdo por
cromatografia de afinidade

!

!

Estudos de transportador
in vivo

Ensaios de fluorimetria in vitro:

- Determinacéo da Ky
- Determinacéo dos

parametros termodindmicos

Figura 4: Esquema da estratégia geral para a execucao deste trabalho.
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4.1. Micro-organismos

4. MATERIAL

As Tabelas 1 e 2 descrevem o gendtipo de todas as linhagens de

bactéria e levedura utilizadas neste trabalho.

Tabela 1: Linhagens de E. coli e seus respectivos genotipos.

Linhagem Gendtipo Referéncia
DH5a F @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 Invitrogen™
recA1 endA1 hsdR17(rc, my’) phoA

SupE44 thi-1 gyrA96 relA1 A
XL10-Gold Tet" A(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR- Stratagene

BL21(DE3) pLysE

C43 (DE3)

Origami (DES3)

Rosetta (DE3)

Tuner (DES3)

mr) 173 endA1 supE44 thi-1 recAt
gyrA96 relA1 lac Hte [F* proAB lacF
ZAM15Tn10 (Tet’) Amy Cam']

F~ ompT hsdSg (rs = mg ) gal dcm
(DE3) pLysE (CmF)

F~ ompT hsdSg (rs° mg’) gal dem (DE3)

Aara—leu7697 AlacX74 AphoAPvull
phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
F'llac*(lacl®)pro] gor522 ::Tn10 (TcF)

trxB::kan (DES3)

F~ ompT hsdSg(rs~ mg ™) gal dem lacY'1
(DE3) pRARE (Cm®)

F~ ompT hsdSg(rs =~ mg ™) gal dem lacY
(DES3)

Novagen (2003)

Lucigen ®

Novagen (2003)

Novagen (2003)

Novagen (2003)

* Codifica os genes de tRNA argU, araW, ileX, glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU and thrU. Os
codons raros AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA sao suplementados.

14
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Tabela 2: Linhagens de S. cerevisiae utilizadas e seus respectivos genétipos.

Linhagem Genotipo Referéncia

EBY.VW4000 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 Wieczorke et
MAL2-8° SUC2 hxt17A hxt13A: :loxP hxt15A: al. (1999)
[loxP hxt16A: :loxP hxt14A: :loxP hxt12A:
[loxP hxt9A: :loxP hxt11A: :loxP hxt10A: :loxP
hxt8A: :loxP hxt514A: :loxP hxt2A: :loxP
hxt367A: :loxP gal2A stl1A: :loxP agtiA: :loxP
ydl247wA: :loxP yjr160cA: :loxP

RE1006 MATa can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 R. Strich
ura3-52

4.2. Meios de Cultura

Para o cultivo de E. coli foram utilizados os seguintes meios, os quais
foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min:

Meio LB (Luria-Bertani):

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2.

Para o meio sélido, foi adicionado agar 1,5% (p/v).

Meio SOB (Super Optimal Broth):

Triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 10,0 mM
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KClI 2,5 mM

O pH foi ajustado para 7,2.

Meio SOC (Super Optimal Broth com repressao catabdlica):

SOB 100 mL
Glicose 20 mM
MgCl, 5mM
MgSO4 5 mM

As solucdes de glicose, MgCl. e MgSO, foram esterilizadas por filtracao

em membrana de 0,2 um.

Para o cultivo de S. cerevisiae foram utilizados os seguintes meios:

Meio YPD (Yeast Peptone Dextrose)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose/Maltose 2% (p/v)

A glicose e a maltose foram esterilizadas separadamente.
Quando necessario, foi adicionado adenina na concentracédo de 0,008%.

Para o meio sélido, foi adicionado agar 1,5% (p/v).

Meio Minimo com dextrose
YNB com sulfato de aménio 0,67% (p/v)
Glicose/Maltose 2,00% (p/v)

Quando necessario, foram suplementados os aminoacidos triptofano
(0,002%), histidina (0,002%), leucina (0,003%), além de uracila (0,002%) e
adenina (0,008%).
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As dextroses foram esterilizadas em autoclave separadamente. Os
demais componentes do meio foram esterilizados por meio de filtracdo em

membrana de 0,2 um.

4.3. Tampoes e Solucoes

4.3.1. Solucoes para bactéria competente

e Tampao de Transformacao |

RbCl 1,20% (p/v)
MnCl,-4H,0 0,99% (p/v)
Acetato de Potassio 0,03 M

CaCly-2H,0 0,15% (p/v)
Glicerol 15,00% (p/v)

e Tampao de Transformacao Il

MOPS 0,02 M

RbCl 1,20% (p/v)
CaCl,'H.0 1,10% (p/v)
Glicerol 15,00% (p/v)

4.3.2. Antibidticos

e Ampicilina (1000X) - 100 mg/mL
Dissolvida em H>O MilliQ.

e Cloranfenicol (~ 500X) - 20 mg/mL
Dissolvido em etanol absoluto.

e Canamicina (1000X) — 50 mg/mL
Dissolvida em H,0 MilliQ.
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e Tetraciclina (4000X para Origami (DE3) e ~1600X para XL10-
Gold) - 50 mg/mL. Dissolvida em etanol absoluto.
Todos os antibiéticos foram esterilizados por filtragdo em
membrana de 0,2 um.

4.3.3. Extracao de DNA plasmidial

e Solucaol
Tris-HCI (pH 8,0) 1,0 mM
EDTA 0,1 mM
e Solucao ll
NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)
e Solucao lll
Acetato de sodio 3M
Acido acético 2M

O pH foi ajustado para 5,0.

4.3.4. Analise de DNA em gel de agarose

e Brometo de Etidio

Brometo de Etidio 10 mg/mL

e Tampao Tris-Acetato EDTA (TAE) 50X

Tris-Acetato 2000 mM
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EDTApH 8,0 50 mM

e Tampao de Amostra

TAE 20X 50,00% (v/v)
Glicerol 30,00% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v)

e Marcadores de Massa Molecular
- GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
- 1 kb DNA Ladder (Promega).

4.3.5. Andlise de proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Gel Separador 12 %

Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 2,5mL
Tris-HCI 3 M pH 8,8 0,94 mL
SDS 10% (p/v) 0,075 mL
APS 10% (p/v) 0,05625 mL
TEMED 0,008 mL
Agua MilliQ 3,63 mL

Esta receita € para um gel do sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad).

Gel Concentrador 4%

Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 0,625 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 1,250 mL
SDS 10% (p/v) 0,005 mL
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APS 10% (p/v) 0,0375 mL
TEMED 0,004 mL
Agua MilliQ 27,500 mL

Esta receita € para um gel do sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad).

e Tampao de Amostra desnaturante 4X

Tris-HCI 1M pH 6,8 400 mM
SDS (v/v) 8,0 %
B-Mercaptoetanol (v/v) 8,0 %
Glicerol (v/v) 40,0 %
Azul de Bromofenol (p/v) 0,2 %

e Tampao de Corrida — Tris-Glicina 5X

Trizma base 125 mM
Glicina 960 mM
SDS (p/v) 0,5 %

e Marcador de Massa Molecular para proteinas

Foi utilizado o marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific). Este foi fervido a 100°C por cinco minutos antes de ser

aplicado no poco.

¢ Revelacao de proteinas com Comassie coloidal

Comassie Blue G-250 0,1 % (p/v)
HsPO4 2,0 % (v/v)
(NH4)2SO4 10,0 % (p/v)
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4.3.6.

4.3.7.

Inducao e Lise Celular
IPTG 2000X -1 M
Tampéao PBS 1X:
NaCl
NasHPO4
NaH,PO4
KCI
Lisozima 1000X — 200 mg/mi

Inibidores de Protease (Roche)

Purificacao de proteina

4.3.7.1. Purificacao em condicoes desnaturantes

e Tampao de lise

Tris-HCI pH 8,0 50 mM
NaCl 30 mM

e Tampao desnaturante 1

136,90 mM
8,09 mM
1,76 mM
2,69 mM

Tris-HCI pH 8,0 0,02 M
NaCl 0,50 M
Ureia 8,00 M

e Tampao desnaturante 2
Tris-HCI pH 8,0 0,02 M
Ureia 8,00 M

e Tampao de Eluicao

Tris-HCI pH 8,0 0,02 M
Ureia 8,00 M
Imidazol 0,50 M

4. MATERIAL
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e Tampao de Dialise 1
Tris-HCI pH 8,0 0,02 M
Ureia 6M;4M;2M

e Tampao de Dialise 2
Tris-HCI pH 8,0 0,02 M

4.3.7.2. Purificacao em condicoes nativas

A) Purificacao em bancada

e Tampao de ligacao — Tampao Fosfato de Sédio 20 mM

(1000 mL)

Na,HPO4-2H,0 1,78 ¢
NaH:PO4-H>O 1,38 g
NaCl 0,5 M 29,22 g
Imidazol 30 mM 2,00 ¢

O pH foi ajustado para 7,4 adicionando-se HCI.

e Tampao de eluiciao — Tampao Fosfato de Sédio 20 mM

(1000 mL)

NaxHPOQO4-2H,0 1,78 g
NaH,PO4-H>0 1,38 ¢

NaCl 0,5 M 29,22 g
Imidazol 100-1000 mM

O pH foi ajustado para 7,4 adicionando-se HCI.

B) Purificacdo no sistema AKTA pure
e Tampao Fosfato de Sédio 20 mM com 0,5 M de NaCl.
e Tampao Fosfato de Sédio 20 mM com 0,5 M de NaCl e 0,5 M
de imidazol.
Ambas as solugdes tiveram seu pH ajustado para 7,4 com

HCI e foram filtradas em membrana de 0,2 um.
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4.3.8. Ensaios de Fluorimetria
e Tampao Tris-HCI 0,5 M (50 mL)

Tris-base 3,03 ¢

O pH foi ajustado para 7,0 adicionando-se HCI.

e Xilose 1M
e Arabinose 1M
e Glicose 1M
e Xilulose 1M
e Xilitol 1M

Todas as solugdes foram filtradas em membrana de 0,2 pm.

4.3.9. Transformacao de leveduras

e Mix para transformacao de alta eficiéncia

PEG 4000 (50% (p/v)) 420 pL
Acetato de Litio 2 M 36 pL
DNA carreador (2 mg/mL) 50 pL

e Tampao de transformacao rapida

PEG 4000 (50% (p/v)) 80 pL
Acetato de Litio 2 M 10 pL
DTT1M 10 pL

4.4. Enzimas

Foram utilizadas as enzimas de restricdo BamHI, Sall, Xhol, Ndel, Smal,
Notl, Bglll, EcoRV e Pvul (New England Biolabs). Para a polimerizagdo de
produtos de PCR foram utilizadas as enzimas Phusion e Taqg DNA polimerase
(Thermo Scientific). Para a ligagdo de fragmentos de DNA foi utilizada a T4
DNA Ligase (USB). A SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase — Fermentas) foi
utilizada para a defosforilagdo de extremidades 5. Todas as enzimas foram
utilizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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4.5. Vetores

Para a subclonagem de produtos de PCR, foi utilizado o vetor pPCV-B
(Janner et al., 2013). Para a expressao heteréloga em E. coli, utilizou-se o vetor
pET21a+. Os vetores YEp352 (Moraes et al., 1995) e Y1PGK1 (Reis, 2012)
foram empregados para a expressao do transportador HXT7 e do nanosensor,

respectivamente, em S. cerevisiae.

4.6. Primers

Os oligonucleotideos utilizados estdao descritos na Tabela 3, com os

sitios de restricao sublinhados.

Tabela 3: Primers utilizados neste trabalho.

Primer Sequéncia* Sitio de restricao
FLIPXD-F AGGATCCCGCTGGCAAAAAGATCGAGATA BamH]
FLIPXD-R GTCGACGTGGAATCCGTCTTT Sall
Y2T7-F CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATT Smal

CGAGCTCGGTACCCGGGCTTCTC

Y2T7-R GCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGA Smal
CTCTAGAGGATCCCCGGGTG

ScFLIP-F ACAAGATCTACAATGGTGAGCAAGGGCGAGGA Balll

ScFLIP-R  TGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG Notl

*Os sitios de restricao estao sublinhados
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4.7. Kits
Os kits utilizados neste trabalho foram os seguintes:

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega): purificacdo de
reacdes de PCR e de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose.
Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega): purificacdo de
plasmideos em pequena escala.

Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen): purificacdo de plasmideos em larga
escala.
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5. Métodos

5.1. Analise in silico do nanosensor sintético

A sequéncia do nanosensor FLIPXylF foi fundamentada na sequéncia
descrita por Deuschle et al. (2005), cujo estudo desenvolveu um nanosensor
(FLIP glu-600pA13) para glicose. Para o trabalho aqui apresentado, o dominio
de ligacdo a galactose/glicose foi substituido pela XBP codificada pelo gene
xylF de E. coli (NCBI n® AAB18543). A fim de verificar se o dominio de ligagéo
a xilose poderia interferir na estrutura da proteina fusionada e assim
impossibilitar a ocorréncia do FRET, a estrutura tridimensional foi analisada a
partir de um modelo estrutural da proteina XBP, obtido por modelagem
molecular por meio da ferramenta Geno3D (Combet et al., 2002).

Esta analise envolveu o alinhamento da sequéncia proteica do dominio
de ligacao a xilose (NCBI n® 466704) com a sequéncia do dominio de ligacao a
galactose/glicose ligado a glicose, (PDP: 2HPH). Anterior a obtencao do
modelo tridimensional, uma analise da predicdo da estrutura secundaria da
molécula foi realizada por meio da ferramenta NPS@ (Network Protein
Sequence Analysis), disponivel online (Combet et al., 2000). Assim, a partir dos
resultados obtidos por meio da analise da estrutura secundaria, a ferramenta
Geno3D foi utilizada para a predicao da estrutura tridimensional da proteina
XBP.

5.2. Preparo de células bacterianas competentes para choque
térmico

As linhagens DH5a e XL10-Gold foram utilizadas para os procedimentos
de clonagem. As células foram retiradas de um estoque a -80 °C e semeadas
em placas de meio LB com o antibi6ético adequado, seguindo-se incubacgao a
37 °C por um periodo de 16 a 18 h. Uma col6nia isolada foi inoculada em
10 mL de meio SOB sem antibiético e submetida a agitacdo de 200 rpm a
37 °C por 16 horas. Dois mL deste pré-inéculo foram inoculados em 100 mL de
meio SOB e incubados a 37 °C sob agitacao de 200 rpm por aproximadamente
uma hora até atingir ODggo de 0,3. Apds o crescimento, a cultura foi resfriada
em gelo por 15 min e as células foram coletadas por centrifugacao a 3000 x g
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por cinco minutos a 4 °C. As células foram ressuspendidas em 32 mL de
tampao de transformacdo | e incubadas no gelo por 15 min. A cultura foi
novamente coletada sob as mesmas condi¢des e ressuspendida em 4 mL de
tampdao de transformacao Il. Foram feitas aliquotas de 100 uL, as quais foram
armazenadas em freezer a -80 °C.

5.3. Preparo de células bacterianas competentes por CaCl,

As linhagens BL21 (DE3) pLyskE, Rosetta (DE3) e demais linhagens de
expressdao testadas foram utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes. As células foram retiradas de um estoque a -80 °C e semeadas
em placas de meio LB com o antibiético adequado, sendo entdo incubadas a
37°C por um periodo de 16 a 18 h. Apds o crescimento, uma colbnia isolada foi
inoculada em 5 mL de meio LB com antibiético, seguindo-se incubacao sob
agitacao (250 rpm) a 37 °C durante a noite. No dia seguinte, 1 mL do pré-
in6culo foi adicionado a 30 mL de meio LB sem antibidtico, seguindo-se
crescimento a 37 °C sob agitacao até atingir a ODggo de aproximadamente 0,3.
Apés a incubacao, as células foram mantidas em gelo por 15 min, seguindo-se
centrifugagao a 5000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
as células ressuspendidas em 10 mL de CaCl, 100 mM e incubadas em gelo
por 15 min. A suspensao foi entdo centrifugada sob as mesmas condi¢des e 0
sedimento ressuspendido em 1 mL de CaCl, contendo 15% de glicerol. A
amostra foi dividida em aliquotas de 100 pL, sendo estas estocadas em freezer
a-80 °C.

5.4. Transformacao de bactéria por choque térmico

Para cada transformacado, foi utilizada uma aliquota de células
competentes armazenada em freezer a -80 °C. As células foram
descongeladas em gelo por cinco minutos, sendo entdo adicionado o DNA
(10 pL no caso de sistemas de ligagéo e aproximadamente 50 ng para vetores
intactos). A suspenséao foi incubada em gelo por 30 min e em seguida foi
realizado o choque térmico a 37 °C por cinco minutos. Foram adicionados
900 pL de meio LB as células, as quais foram incubadas a 37 °C por uma hora.
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Ap6s a incubacdo, as células foram semeadas em meio LB agar com o
antibiético adequado. Quando necessério, foi adicionado X-gal (0,004 % p/v) e
IPTG (250 puM) ao meio para selecdo azul e branco. As placas foram incubadas

a 37 °C durante a noite para o crescimento de col6nias.

5.5. Ligacao de fragmentos de DNA

Os sistemas de ligacao foram preparados em volume final de 10 uL com

uma razao molar entre vetor e inserto de 1:3 a 1:5.

5.6. Preparacao de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

Para a preparacao de DNA plasmidial a partir de bactéria, foi utilizado o
protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001) com modificagcdes. Uma
colénia transformante foi inoculada em 5 mL de meio LB, com posterior
incubagcédo a 37 °C por 16 a 18 h sob agitacdo (200 a 250 rpm). Apds o
crescimento, a cultura foi centrifugada a 10000 x g por 2 minutos, sendo as
células ressuspendidas em 200 pL de solugao I. A seguir, foram adicionados
360 pL de solugéo Il recém-preparada, sendo entdo a mistura homogeneizada
por inversdo e incubada em temperatura ambiente por 5 minutos. Foram
adicionados 300 pL de solugdo Il resfriada e novamente a mistura foi
homogeneizada e incubada em gelo por 5 minutos. Apds, a amostra foi
centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 750 uL de isopropanol 100%. A mistura foi
homogeneizada por inversao e centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 200 uL de
solugéo |. A seguir, foram adicionados 110 pL de acetato de amoénio 7,5 M. A
mistura foi homogeneizada em vortex, seguindo-se centrifugagdo a 10000 x g
por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 750 puL de etanol 100% resfriado. Seguiu-se uma centrifugacéao a
10000 x g por 5 minutos, a partir da qual o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 50 pL de etanol 70%. A amostra foi novamente
centrifugada a 10000 x g por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado. Para

a secagem do precipitado, foi utilizado concentrador a vacuo. Apds, o
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precipitado foi ressuspendido em 50 pyL de agua MilliQ contendo RNAse A
(20 pg/mL). O DNA foi armazenado a -20 °C.

5.7. Digestao de DNA com enzimas de restricao

Foram seguidas as instru¢cées do fabricante em todas as digestbes de
DNA realizadas. Para estas, o volume de enzima foi ajustado em até 10% do
volume total da reacdo. A quantidade de enzima também foi adequada a

quantidade de DNA. O tempo de incubacéo foi de duas horas.

5.8. Precipitacao de DNA

Para a retirada de sais e de enzimas apds a digestdo do DNA, este foi
precipitado adicionando-se a reacao acetato de sédio na concentracao final de
0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% resfriado. A mistura foi incubada a -20 °C
durante a noite, sendo posteriormente centrifugada a 10000 x g por 20 min a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%.
Seguiu-se nova centrifugacdo sob as mesmas condicbes, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado seco a vacuo. Apds a secagem, o
DNA foi ressuspendido em 10 pL de agua MilliQ.

5.9. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para as reacdes de PCR foram utilizadas as polimerases Phusion e Taq
DNA polimerase (Thermo Scientific), sendo empregadas as recomendagdes do
fabricante. Para o anelamento dos primers, foi utilizada a Tm fornecida pelo
fabricante destes. Em todas as reacdes, a quantidade de DNA molde utilizada

foi inferior a 10 ng.

5.10. Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

Para a andlise dos fragmentos de DNA, foi utilizada a técnica de
eletroforese em gel de agarose de Sambrook e Russel (2001), com
modificacdes. O gel foi preparado com agarose na concentracdo de 1% (p/v), a
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qual foi dissolvida em tampao TAE 1X. O brometo de etidio foi adicionado na
concentragdo de 0,5 pg/mL. O DNA foi diluido em tamp&ao de amostra 6X e
aplicado no gel. Este foi submetido a um campo elétrico (5 V/cm) para a
migragcdo e separacao dos fragmentos de DNA. Estes foram visualizados
expondo-se o gel a luz ultravioleta.

5.11. Purificacao de fragmentos de DNA a partir do gel

Para a purificacdo de fragmentos de DNA, estes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose. A banda de interesse foi cortada do gel e
eluida, sendo purificada com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, EUA), segundo instrucdes do fabricante.

5.12. Expressao heterologa em E. coli

Apés a transformacdo das linhagens de expressdao com o DNA de
interesse, elas foram submetidas a indugdo em diferentes condig¢des.
Primeiramente, algumas colénias transformantes foram escolhidas
randomicamente e inoculadas em 5 mL de meio LB contendo o antibiético
adequado. As células foram incubadas a 37 °C por um periodo de 16 a 18 h
sob agitacao. Apds o crescimento, foi realizado um novo inéculo 1% em meio
LB sem antibiético, o qual foi incubado a 37 °C sob agitacdo até atingir ODggo
de aproximadamente 0,6. Neste momento, as células foram induzidas com
IPTG. Foram testadas distintas concentragdes do agente indutor, temperaturas
e tempo de incubacdo. Para a purificagdo a partir de corpos de inclusao, foi
estabelecida uma concentragédo de IPTG de 0,5 mM e incubagédo a 37 °C e
200 rpm durante 1 h. Foram coletadas aliquotas de 1 mL do tempo zero (antes
da inducdo) e apdés 1 h de inducdo para analise em gel SDS-PAGE. As
aliquotas foram centrifugadas a 10000 x g por 2 minutos e as células foram
ressuspendidas em 20 pL de tamp&o de amostra desnaturante 4X e
armazenadas a -20 °C. Ao final da indugdo, o restante da cultura foi
centrifugado (2500 x g por 15 min) e ressuspendido em tampao de lise.

Para a purificacdo das proteinas em condi¢cbes nativas, foi estabelecida
uma concentracdo de IPTG de 0,5 mM e incubagdo a 20 °C durante 6 h.
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Foram coletadas aliquotas de 1 mL do tempo zero (antes da inducdo) e de
cada hora para anélise em gel SDS-PAGE. As aliquotas foram centrifugadas a
10000 x g por 2 minutos e as células foram ressuspendidas em 20 uL de
tampao de amostra desnaturante 4X e armazenadas a -20 °C. Ao final da
inducédo, as células foram coletadas (2500 x g por 15 min) e ressuspendidas
em tampao PBS juntamente com lisozima (0,2 mg/mL) e inibidores de protease
(Roche), para posterior lise celular.

5.13. Lise de células em homogeneizador de alta pressao

A lise das células foi realizada no homogeneizador de alta pressao
EmulsiFlex-C3 (AVESTIN, Inc., Canada). Foram realizadas trés passagens a
uma pressao de 15000 a 20000 psi. O lisado foi centrifugado a 22000 x g por
15 min. Para a purificacdo a partir de corpos de inclusdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em tamp&o desnaturante 1, sendo
armazenado a 4 °C. Para a purificacdo em condi¢des nativas, o sobrenadante
foi armazenado a 4 °C e os debris celulares ressuspendidos diretamente em
tampao de amostra desnaturante e também armazenando a 4 °C para posterior
analise em gel SDS-PAGE.

5.14. Analise de corpo de inclusao

A andlise de corpo de inclusao foi realizada para avaliar se a proteina de
interesse foi produzida na fracdo soluvel da célula ou se foi acumulada na
fracdo insolavel. Apés a lise celular, o lisado foi centrifugado a 10000 x g
durante 3 min. O precipitado foi separado do sobrenadante e foi ressuspendido
em 400 uL de tampao Tris-HCI 40 mM pH 8,0 contendo 0,2% de N-lauril-
sarcosil, um detergente aniénico. Metade da suspensao foi guardada e a outra
metade foi submetida a agitacdo em oscilador por 24 h a 20 °C. Assim, por
meio deste tratamento, é possivel separar a fracao sollvel da insoluvel, sendo
cada uma visualizada em gel SDS-PAGE, como descrita a seguir.
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5.15. Analise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida

A andlise de proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, utilizando-se sistema da Bio-Rad. Antes da sua
aplicacao no gel, as amostras diluidas em tampao foram fervidas a 100 °C por
5 minutos para desnaturacao das proteinas. A corrida foi conduzida em tampao
de corrida 1X com voltagem entre 100 e 120 V. Apds seu término, os géis
foram corados com Comassie coloidal, sendo submetidos a agitacao durante a
noite. Para a visualizacdo das bandas, os géis foram descorados com agua

destilada.

5.16. Purificacao de proteinas

A purificacdo dos nanosensores foi realizada utilizando a técnica de
cromatografia de afinidade. Para a purirficacdo em condicées desnaturantes,
foi utilizada a resina Ni Sepharose 6 Fast Flow. Esta foi lavada cinco vezes com
agua MilliQ para a retirada de etanol e equilibrada com o tampé&o desnaturante
1. A amostra proveniente da lise celular e ressuspendida em tampao
desnaturante 1 foi centrifugada e o sobrenadante foi aplicado na resina. A
suspensao foi agitada em oscilador durante 1 h em temperatura ambiente.
Apés a retirada do flow through, a resina foi lavada 7 vezes com o tampao
desnaturante 2, sendo realizada mais uma lavagem com o tampao de eluicéo.
Para o redobramento da proteina, foram realizadas dialises contra o tampao de
didlise 1, sendo diminuida gradativamente a concentragdo de ureia no tampao,
finalizando com uma didlise contra o tampéao de dialise 2, sem ureia. A proteina

purificada foi armazenada a 4 °C.

A purificagdo dos nanosensores em condigdes nativas foi realizada tanto
manualmente em bancada quanto no sistema AKTA pure (GE Healthcare).
Para a purificagdo em bancada, também foi utilizada a resina Ni Sepharose 6
Fast Flow. Esta foi lavada cinco vezes com agua MilliQ para a retirada de
etanol e equilibrada com o tampéao de ligacédo, lavando-a cinco vezes com 2
volumes em relacdo ao volume de resina. A amostra foi adicionado 1 volume
de tampao de ligacdo e a mistura foi adicionada a resina, sendo entdo
submetida a agitacdo em oscilador durante 1 h a 4 °C. Apés, a mistura foi
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centrifugada (5600 x g durante 5 min) e o sobrenadante (flow through) retirado,
sendo guardado para posterior andlise. A resina foi entdo lavada 4 vezes com 2
volumes de tampao de ligacdo, sendo guardada cada uma dessas lavagens.
Posteriormente, a resina foi novamente lavada com 2 volumes de tampao de
eluicdo, realizando-se um gradiente de imidazol. A primeira lavagem foi
realizada com tampao contendo 100 mM de imidazol, a segunda com 300 mM,
a terceira com 500 mM e a quarta com 1000 mM. A proteina purificada foi
submetida a dialise e concentragcdo em tubo Amicon com membrana de 3 kDa
e armazenadas a 4 °C.

Os nanosensores também foram purificados utilizando-se a coluna
HisTrap FF crude no sistema AKTA pure (GE Healthcare). A fase de eluicdo da
proteina foi composta por tampao fosfato 20 mM pH 7,4 e um gradiente
crescente de imidazol (de 0 a 500 mM), com fluxo continuo de 2ml/min. As
aliquotas coletadas foram submetidas a didlise e a concentragdo em unidades
filtrantes “Centriprep” de 10 kDa (Merck-Millipore, Alemanha), sendo entédo

armazenadas a 4 °C.

5.17. Dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular permite verificar a estrutura secundaria
de proteinas em solugdo por meio da sua absorbancia diferencial entre duas
ondas eletromagnéticas circularmente polarizadas. Assim, a estrutura proteica
do nanosensor intacto purificado em condicées desnaturantes foi verificada
utilizando o espectropolarimetro JASCO-815 (Japao) acoplado a um sistema
de controle de temperatura Peltier (JASCO ETC-273T — Japao). A abertura dos
slits do equipamento foi de 1 nm, com velocidade de escaneamento de
50 nm/min e tempo de resposta de 4 s.

Os espectros dicroicos foram obtidos na faixa de comprimento de onda
longe da regiao de ultravioleta (190 — 260 nm) a 25 °C. A amostra foi diluida em
tampéao Tris-HCI pH 7,0 2 mM na concentracdo de 0,145 mg/mL e analisada

em cubeta de 1 mm.
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5.18. Caracterizacao do nanosensor por fluorimetria

A fim de determinar a constante de dissociacdo (Ky) do nanosensor, a
qual avalia o grau de afinidade da proteina por xilose, foram realizadas curvas
de titulagdo em fluorimetro, verificando-se a alteracao do FRET ao comparar a
emissao da eCFP e da variante Vénus (eYFP).

Para os ensaios com xilose do nanosensor intacto, o equipamento
utilizado foi o espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Japao) acoplado a um
sistema de controle de temperatura Peltier (JASCO ETC-273T - Japao). Os
parametros do equipamento utilizados em todos os ensaios foram: velocidade
de escaneamento de 1000 nm/min; abertura dos slits de excitacdo e emissao
de 5 nm; tempo de resposta de 0,2 segundo com fotomultiplicador operando
em sensibilidade média. O comprimento de onda utilizado para a excitacdo do
nanosensor foi de 435 nm, pico de excitacdo maximo para a eCFP, sendo
realizada uma varredura da emissado entre 445 e 600 nm. Os ensaios foram
realizados em um volume de 500 pL em cubeta de quartzo. Foi utilizado
tampao Tris-HCI pH 7,0 na concentracdo de 2 mM e o nanosensor na
concentragédo de 0,375 pM. A concentracdo de xilose foi variada entre 0 e
10 uM.

O mesmo ensaio foi realizado em triplicatas, nas temperaturas de 25 °C,
28 °C, 30 °C, 35 °C, 38 °C e 40 °C. A taxa de emissao foi calculada dividindo-
se a intensidade de fluorescéncia do pico da eYFP pela intensidade de
fluorescéncia do pico da eCFP. Assim, para cada temperatura, foi calculada a
Kg por meio de regressao nao-linear utilizando-se o software GraphPad Prism
5. A Equacéo 1 (Moussa et al., 2014) foi empregada para realizar a regressao.

[S]
(Kd+[s])

R = (Rmax — Rapo). + Rapo (Equacéo 1)

onde [S] é a concentracdo do acucar, Rapo é a taxa de emissao eYFP/eCFP
na auséncia do acgucar, e Rmax €& a maior taxa de emissdo eYFP/eCFP na

saturacgao.

Com o propésito de determinar os parametros termodindmicos da
interacdo entre a proteina e a xilose, os valores de Ky encontrados para cada
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temperatura foram submetidos a aproximacao de Van't Hoff (Equacao 2). Esta
aproximacao relaciona o logaritmo natural de K, (inverso de Kgy) e o inverso da
temperatura, sendo empregada para o calculo de entalpia (AH) e entropia (AS).

Para a determinagdo da energia livre de Gibbs a 25 °C foi utilizada a

Equacéao 3.
AH .
RinKa = — - + AS (Equacéo 2)
AG = AH —TAS (Equacao 3)

Além disso, outros acucares foram testados para verificar a
especificidade do nanosensor. Foram utilizados a glicose, a arabinose, a
xilulose e o xilitol na mesma concentragdo que 0s ensaios realizados com
xilose. Para estes testes, foi utilizado o espectrofotometro de placa SpectraMax
M3 (Molecular Devices — EUA), utilizando o mesmo tampdo e a mesma
concentracdo de proteina descritos anteriormente e excitacdo a 435 nm na
temperatura de 30 °C, que é a temperatura de crescimento de S. cerevisiae.
Foi coletado um espectro de emissdo entre 445 e 600 nm. Ensaios com o
nanosensor truncado com xilose também foram realizados neste equipamento,
utilizando-se 0,375 uM de proteina, tampao Tris-HCI pH 7,0 na concentracao
de 2 mM a 25 °C, sendo coletado o mesmo espectro de emissao. O tratamento
dos dados seguiu-se como anteriormente relatado, por meio da Equacao 1.

5.19. Transformacao de alta eficiéncia de leveduras

As células de S. cerevisiae foram transformadas de acordo com Gietz e
Schiestl (2007). A linhagem a ser transformada foi inoculada em 5 mL de meio
YPD e incubada a 30 °C/200 rpm durante 12 a 16 h. A titulagdo da cultura foi
determinada em camara de Neubauer e entdo as células foram inoculadas em
meio 2YPD com adenina em uma concentracao final de 5 x 10° células/mL. A
cultura foi incubada a 30 °C/200 rpm até atingir uma concentracdo minima de
2 x 107 células/mL. Apés o crescimento, as células foram centrifugadas a
3000 x g durante 5 min a 20 °C e o sedimento foi ressuspendido em 25 mL de
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agua estéril. Este procedimento foi repetido e em seguida as células foram
centrifugadas novamente e ressuspendidas em 1 mL de agua estéril. Esta
suspensao foi centrifugada por 30 s a 3000 x g e o sobrenadante foi
descartado. As células foram novamente ressuspendidas em 1 mL de agua
estéril e para cada transformacao foram utilizadas aliquotas de 100 pL.

Para a transformacéao, as aliquotas foram centrifugadas a 13000 x g por
30 s e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em
336 uL do mix de transformacdo e o DNA foi adicionado em um volume de
34 pL. A suspensao foi incubada a 42 °C durante 40 min para choque térmico e
em seguida foi centrifugada nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. O
sobrenadante foi retirado e as células foram semeadas em placa com meio

seletivo e incubadas a 28 °C durante 3 a 4 dias para o crescimento de colbnias.

5.20. Transformacao rapida de leveduras

A transformacéao rapida de leveduras foi realizada conforme descrito em
Chen et al. (1992). Uma colbnia de levedura foi crescida em 5 mL de meio YPD
durante 20 a 24 h. Ap6s o crescimento, 200 uL da cultura em fase estacionaria
foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. As células foram
ressuspendidas em 100 pL de tampao de transformagéo e 1 pg do DNA foi
adicionado em um volume de 20 pL. A suspenséo foi incubada a 45 °C durante
1h e em seguida as células foram semeadas em placa com meio seletivo,

sendo incubadas a 28 °C durante 3 a 4 dias para o crescimento de col6nias.

5.21. Ensaios in vivo

Para a realizacao de ensaios in vivo, as leveduras foram crescidas
durante a noite a 28 °C em meio minimo. Os testes foram realizados em
microplaca no espectrofotébmetro de placa SpectraMax M3 (Molecular Devices
— EUA). Em cada poco a concentragéo de células foi igualada utilizando-se a
ODeno € utilizadas concentragdes de xilose entre 0 e 600 mM, conforme o K,
(constante de Michaelis—Menten) do transportador HXT7 para xilose. As

células foram excitadas em 435 nm imediatamente apds a adicdo de xilose,
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sendo coletado um espectro de emissao entre 445 e 600 nm. Uma nova leitura

foi realizada 15 min ap6s a adicao do agucar.

Foi realizada também uma analise em microscopio confocal Leica TCS
SP5. A cultura foi crescida durante a noite a 28 °C em meio minimo. Para a
visualizacdo das células, 100 pL de cultura foram transferidos para uma lamina
sendo a xilose adicionada em uma concentracdo de 100 mM. Foi utilizado um
filtro de excitacdo de 436/20 e dois filtros de emissdes, 480/40 para a eCFP e
535/30 para a eYFP.
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6. Resultados

6.1. Analise estrutural da sequéncia sintética FLIPXyIF

A construcao do nanosensor foi baseada na fusdo da proteina de ligacao
a xilose XBP de E. coli, com variantes da proteina verde fluorescente, a eCFP
e a Vénus (variante da YFP), cujos espectros de emissdo e excitagcao,
respectivamente, se sobrepdem, possibilitando a ocorréncia do FRET. Assim, a
sequéncia do nanosensor FLIPXyIF foi fundamentada na sequéncia descrita
por Deuschle et al. (2005), sendo que o dominio de ligagao a galactose/glicose
foi substituido pela proteina XBP. A fim de verificar se 0 dominio de ligacdo a
xilose poderia interferir na estrutura da proteina fusionada e assim
impossibilitar a ocorréncia do FRET, a estrutura tridimensional foi analisada a
partir de um modelo estrutural da proteina XBP.

Esta analise envolveu o alinhamento da sequéncia proteica do dominio
de ligacao a xilose com a sequéncia do dominio de ligacao a galactose/glicose
ligado a glicose (PDP: 2HPH), cujos resultados estdo apresentados na Figura
5. Apesar de apresentarem baixa identidade (21%), alguns residuos

relacionados a interagcdo com o ligante sdo conservados.

XBP 37 KVEVQSANGNEETQMSQIENMINRGVIVLVIIPYNGOVLSNVVKEAKQEGIKVLAYDR-- 114
++ 4+ + ++ Q QT+ ++ 4GV L T+ V+++B+ + + V+ +++
2HPH 36 QLLMNDSQNDQSKONDQIDVLLAKGVKALAINLVDPAAAGTVIEKARGONVEPVVEENKEP 95

XBP 115 ———MINDADIDFYIS EKVGELQAKALV-———————— DIVPQGN--YFLMGGSPVDNN 160
++ D +¥+ ++ G +Q + D+ G + L+ G P +
2HPH 96 SRKALDSYDKAYYVGTDEKESGIIQGDLIAKHWAANQGWDINKDGQIQFVLLKGEPGHPD 155
XBP 161 A————— KLFRAGOMKVLKPYVDSGKIKVVGDQWVDGWLPENALKIMENALTA 207
A K + Q+++ D+ + K D W+ G
2HPH 156 AEARTTYVIKELNDKGIKTEQLQLDTAMWDTAQAKDKMDAWLSG———————-———————— P 200

N NKI+ V+A+NDA A GA++AL A 5 ++G + + +G TV

XBP 208 NNNKIDAVVASNDATAGGAIQALSAQGLSGKVAISGODADIAGIKRIAAGTQTMIVYKPT 267
ul
2HPH 201 NANKIEVVIANNDAMAMGAVEALKAHNKSS-IPVFGVDALPEALALVKSGALAGTVLNDA 259

¥BP 268 TLLANTAAEIAVELGNGQ 285 Score:45.1 bits (105); Expect: 3e-05;
A ++A L +G+ Identities: 54/258 (21%);
24PH 260  NNQAKATFDLAKNLADGK 277 Positives: 109/258 (42%); Gaps: 45/258 (17%)

Figura 5: Alinhamento da sequéncia proteica do dominio de ligacao a xilose (XBP) com a
sequéncia do dominio de ligacdo a galactose/glicose ligado a glicose (2HPH). Em azul:
residuos conservados relacionados a interacdo com o ligante; em vermelho: residuo

conservado relacionado ao movimento de dobradica das proteinas, caracteristico das PBPs.
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Além disso, anterior a obtencdo do modelo tridimensional, uma analise
da predicao da estrutura secundaria da molécula foi realizada (Anexo A). Esses
dados indicam que 41% dos aminoacidos estdo envolvidos com a formagéo de
alfa-hélices, 19% com folhas-beta e 39% com estruturas desordenadas,
segundo a ferramenta NPS@ (Network Protein Sequence Analysis), disponivel
online (Combet et al., 2000).

A partir desses resultados, foi obtido o0 modelo tridimensional da proteina
XBP por homologia, por meio do programa Geno3D disponivel na Internet
(Combet et al., 2002) (Figura 6). A qualidade da estrutura do modelo obtido foi
averiguada pelo grafico de Ramachandran (Anexo B), no qual
aproximadamente 75% dos aminoacidos encontram-se em regides mais
favoraveis para formacdo das estruturas secundarias, enquanto que
aproximadamente 18% encontram-se em regides favoraveis. Esses dados
indicam que o modelo apresenta qualidade estrutural e que pode ser utilizado
para a andlise da posicdo e do ambiente estrutural do dominio de ligacao a
xilose. O modelo também possibilita a analise do posicionamento adequado
das proteinas fluorescentes, que é condizente com a adequada conformacao
para ligacao da xilose, bem como para a ocorréncia do FRET. Este modelo
apresentou similaridades com o modelo original, conforme valores de
aproximadamente 1,0 A para o rmsd (root mean square desviation) indicando
que os fluoréforos estdo a uma distancia que permite a ocorréncia de
transferéncia de energia entre um e outro, ou seja, do FRET.
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Figura 6: Modelo tridimensional da proteina XBP. (A) Modelo tridimensional da estrutura
predita para o dominio de ligagéo a xilose; (B) Modelo tridimensional da estrutura da proteina

de ligacao a galactose/glicose depositado no PDB (2PHP).

6.2. Sintese do gene FLIPXyIF

O gene codante para o nanosensor foi sintetizado pela empresa Epoch
Biosciences (Texas, EUA) e clonado no vetor de expressdo pET21a+ como
fragmento Ndel-Xhol, dando origem ao vetor pET21-FLIPX, mostrado na
Figura 7.

Conforme mencionado, o gene é uma fusdo de trés diferentes
sequéncias: as sequéncia codantes para a eCFP e para a eYFP (Vénus) que
flanqueiam a sequéncia do gene xylF nas regides 5’ e 3’, respectivamente. Na
regiao N-terminal da proteina foi fusionada uma sequéncia de his-tag que
permite a purificagdo do nanosensor por cromatografia de afinidade em coluna
de niquel. A Figura 8 mostra um desenho esquematico do nanosensor
FLIPXyIF.
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PET21-FLIPX
7744 bp

Ndel (2541)

Figura 7: Mapa de restricdao do vetor pET21-FLIPX. Em azul esta representado o gene

codante para o nanosensor, cuja transcrigao esta sob regulagao do promotor T7.

Ndel (2} BamHI (742} Sall (1678)

Xhol (2383)

sool 1oool 15001 2000l

O ECFP [ WylE I EYFP

GxHis

Figura 8: Desenho esquematico do nanosensor FLIPXyIF. Os sitios de restricdo Ndel e
Xhol flanqueiam o nanosensor; os sitios BamHI e Sall flanqueiam o dominio de ligacdo a

xilose.

6.3. Modificacao do dominio de ligacao a xilose

A fim de verificar se uma diminuicdo no dominio de ligacdo a xilose
melhoraria a eficiéncia do FRET, uma nova versdao do nanosensor foi
construida por meio de PCR. Foram utilizados o vetor pET21-FLIPX como
molde e os primers FLIPXD-F e FLIPXD-R, que adicionam respectivamente
sitios de BamHI e Sall as extremidades dos produtos amplificados, resultando
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em um fragmento de aproximadamente 900 pb. A Figura 9 apresenta toda a
sequéncia no nanosensor, sendo mostrada também a sequéncia que foi
amplificada para a modificacdo do dominio de ligagdo a xilose. Foram
deletados 69 pares de base na extremidade 5’ da sequéncia do gene xyI/F.

CATATGCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGETGCCCC GO GGCACGCATCGTCAGCARAGECED

CACCACTTE CAC e eCT e T AT T e T A T A GO CACCTARACCECCACARG
Lretirireiirl i LAl Ll Dl D L L DL T T s U Dl L et e e el e L L S

T ACC T e TGO A CAC e CCATCCCACC TACCCCARA GO TCACCCTCAACTTCATC TCE
Lol D DA s it L L o il | r L A L e e e e ) il LA L L el Lol el

AR R R

CTGCCCGTGCCC TGO CCACCCTCGTGACCACC O TGACC TRGGECCTGCAGTGE
AlLalL Ul sl D L D L i L s L L e e et AL D iy Ll

T CACCCGC TACCCCGACCACATGARACCAGCACCAC TTC T TCARAGTCCGCCATCCCOCAA GG TAL
Ll Lol rni i a D rnn i s s el | ooyl ULl n L Lianirsl Lol

GTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACARGACCCGCGCCGAGGT GARGTTC

CAC e CCAC AT T AR C e AT A T A A e AT AT TC ARG CACCACCECARCATC
Ll L AL L Tl Tirand L L s T s Ul T e Sl ol st T st Ledsilrlrnirle AL anlall

CT o C A AT A TACA A TACA T A OO A A A C T T AT ATCACC OO CACAACCACGARD
Ll sl sl Dirrsir TRl sl Tl LAl UL Al Sn Ui T L s e D el A e L i, (LB T ET T e

ARACCCTCATC A AR AT CAACATCCCCCAC AR A TCCACCACCCCACCSTCCACCTCGCOCGAL
salirrlLal Lanir-LLanl (BT LET i T IR N LN T Ny IR T LT LIRS T Sy FL I Ty B E e BT
FRACPTMRCCACTRACR RO R O ATCCCCCAC GO OGO Tor TGO OO GAC AR CCAC TACCTCACT
Lt LA i sl e L e L LA L R REE ET LINEE IRy Loy L E Iy L Fo RIS B ET T BTy T ey E T

ACCCAGTCCGCCCTGAGCARRGACCCCARCGAGRRGCGOEATCACATGGTCCTGCTGEAGTTCGT:

ACCGCCGCCGGGATCGGATCCCTTACCARCGTTGCTGCACACGCCARAGRRGTCARRATAGGTATG
GO GATT AT GAT TG T T TCAACGET GG AR AR GATCGAGATATCTTTGTGAAR RRGELAGAR
TCTCTCGGCGOGAAAGTATT TG TACAGTCTGCARATGGCARATCGAACGARRACACARATCTCGCAGATT
AR CATGATARACCGCCE TG TCGATGTTC T TG TCATTATTCCGTATARC GG TCAGCTATTARGT
AACGTTGTAR R CARAGCCAR A A CARCCCATTARACTATTACGC TTACGACCGTATCGATTAACGAT
GOGGATATCGATTTTTATATTTCTTTCGATAACGARAR ACTOCETCAACTGCAGGCARRRCCCCTG
GTCGATATTGTTCCGCARGETAATTACTTCCTGATGGECGECTCGCCGGTAGATARCARCGCCARG
CTGTTCCGOGCCGGACARATGARAGTGTTARRRCCTTACGTTGATTCCGGRARRRARATTARAGTCGTT
GETGRACCAATGEGTTGATGEC TGGTTACCGGAR R AL GCATTGRARARATTATGGARARARCGOGCTARCT
GOCAATAATARC AR A A TTEA TGO T GTAGT TGO TCARACGATEGOCACCGLAGETGGGCCAATTCAG
GCATTAAGCGCGCAAGGTTTATCAGG AR AGTAGCAATC TCOGGCCAGGATGCGGATCTC GCAGET
ATTARRACGTATT GCTGCCGETACGC AR CTATGACGGTGTATARACCTATTACGTTCGTTGGCARAT
ACTGCCGCAGRAATTGCCCTTGAGT TCGEECAATCETCAGGARCCAA A ACCAGATACCACACTGART
AT GO CTGAR CATGTCCCCTCCCGCCTCCTGACACCGATCGATCTCGARATARARAACARCATCARR
GATACGGTAATTAAAGACGGATTCCACCTCGACCTETTCACCEEGETCETECCCATCCTGETOGRS

CTGGACGECGACGTAARCGECCACARGTTCAGCGTGTCCGEOGAGEGCGAGGEOGATGCCACCTAC

GGCARAGCTGACCCTGAAGCTGATC T GCACCACCGGCAAGC TGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTOGTS
ACCACCCT GGG TAC GG T GCAGT T TGO CCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTC
HHHHHHHHHH R e e

TTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGC TACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCARAD

TR W R I e R M R T T R R T R R R 6
TJ‘LHM«.‘IJ‘LUHn.r«J\.rduudﬂ«.‘ldeMdTT-.r-\.'l.rL-\.'l-\.'ldudﬂuﬂuuqu\JTuMuud\gﬂTudﬂdu (e P L E L L
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.I'LT udﬂuTTuM\.‘l (LI L dJ‘Lud\.‘luMuJ‘LT -.u.rT-\.'l-\.'l (ERE LY T LE n.rT-\.'r\J.rL-\.'l FoLEY T TJ‘LI—FMI—FMI—F (LY ¥ L
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GTCTATATCACCGCCGACAAGCAGARAGRACGGCATCAAGGCCAACTTCAACATCCGCCACAACATC

nnnnnnnnnnnn eralalet T nal] Tt e e T T aialalal e Telal et T alesialn alale

GAGGACGGCGGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGRAACACCCCC ATCGGCGACGGCCCCGTG

CTCCTCOCCGACARCCAC - T R R R T e e e e e nl e

CCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCARAGACCCCAACGAGAAGCGE

nnnnnnnnnnnnnn - el e e Nale

GATCACATGETCCT G TR GTTCGTGACC GO GOC G EATCACTC TCGECATGGACGAGCTETAC

AAGTAACTCGHS

Figura 9: Sequéncia no nanosensor: as sequéncias em azul, preto e amarelo representam as
regides codantes para a eCFP, XBP e eYFP, respectivamente. O his-tag esta representado em
vermelho. As sequéncias sublinhadas sdo as regides de anelamento para os primers para a
modificacdo do dominio de ligacdo a xilose. Os sitios de restricdo estdo apresentados nas
cores verde escuro (Ndel), rosa (BamHI), roxo (Sall) e vinho (Xhol). A sequéncia verde claro é
o fragmento de 69 pb que foi deletado do dominio de ligagéo a xilose.
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Na Figura 10, € possivel observar a amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 900 pb, conforme o esperado, correspondendo ao dominio
de ligacao a xilose truncado. Nos pocos de um a cinco estdo presentes
diferentes reacoes de PCR com o mesmo fragmento amplificado.

M 1 2 3 4 5

1 kb~

Figura 10: Amplificagcdo do dominio de ligacdo a xilose truncado. Eletroforese em gel de
agarose 1 % corado com brometo de etidio. M: marcador 1 kb DNA ladder (Promega); 1 a 5:

fragmentos amplificados.

Apbs a purificacdo das reacdes de PCR, o fragmento amplificado foi
ligado ao vetor pPCV-B (Janner et al., 2013). O sistema de ligagao foi utilizado
para transformar E. coli DH5a, utilizando-se selecdo azul e branco. Quatro
colénias transformantes brancas foram selecionadas randomicamente e
inoculadas em meio LB liquido contendo ampicilina. Posteriormente a extracao
plasmidial, foi realizada uma analise de restricdo com as enzimas BamHI e Sall
para verificar a inser¢cdo do fragmento no vetor. Sendo o resultado positivo, o
fragmento liberado pela digestdo com estas enzimas de um clone foi purificado
a partir de gel de agarose e ligado ao vetor pET21a-FLIPX que foi previamente
digerido com BamHI e Sall. Células DH5a foram transformadas com o sistema
de ligacado, sendo semeadas em meio LB com ampicilina. Apds a extracao
plasmidial, foi confirmada a construcdo do plasmideo portando o nanosensor
truncado por meio de digestdo com as enzimas BamHI e Sall, como mostra a
Figura 11. A digestdo com estas enzimas libera um fragmento de 900 pb
correspondente ao dominio de ligacdo a xilose. Também foi realizada uma
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digestdo com as enzimas Ndel e Xhol que libera um fragmento de
aproximadamente 2,4 kb, correspondente ao nanosensor completo. O novo
plasmideo foi denominado pET21-FLIPXA.

3kb\§—-—'|'—l
2 kb . [—

1 ki . S—
-

il

Figura 11: Confirmacao da clonagem do dominio de ligacao a xilose truncado no vetor
PET21-FLIPX. Eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio. M: marcador
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific); 1: vetor pET21-FLIPXA intacto; 2:

digestdo com BamHI e Sall; 3: digestao com Ndel e Xhol.

Apbs a obtencao do plasmideo pET21-FLIPXA, linhagens de expressao
de E. coliforam transformadas com este e com o plasmideo pET21-FLIPX para
a producdo do nanosensor truncado e intacto, respectivamente. Clones

expressando ambos os genes foram obtidos com sucesso.

6.4. Expressaoem E. coli

A linhagem BL21 (DE3) de E. coli foi escolhida para a expressao
heterbloga dos nanosensores por ser mais amplamente utilizada para
propésitos gerais de expressao (Novagen, 2003). Esta linhagem foi testada
portando tanto o plasmideo pLysS quanto o pLysE, sendo que com este ultimo
houve maior expressdo dos genes. A sintese proteica dos nanosensores
intacto e truncado na linhagem BL21 (DE3) pLysE utilizando-se 0,5 mM de
IPTG e incubacgao a 37 °C pode ser vista na Figura 12. A massa molecular do
nanosensor intacto foi determinada em 87,7 kD e do nanosensor truncado em

85,4 kD, segundo a ferramenta ProtParam (ExPASy).
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Figura 12: Expressao génica dos nanosensores a 37 °C. Nanosensor intacto (A) e truncado
(B). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12% corado com comassie coloidal. M: marcador
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific); 1: perfil proteico imediatamente

antes da indugéo com IPTG; 2: perfil proteico ap6s 1 h de indugéo.

Como a expressao génica na linhagem BL21 (DE3) resultou na
formacao de corpos de inclusao, as condicdes de cultura foram alteradas para
menor concentracdo do agente indutor e menor temperatura de crescimento,
porém, ndo foi possivel a purificacdo de uma quantidade substancial da
proteina na forma nativa. Devido a isto, foram realizadas tentativas de
purificacdo em condicées desnaturantes, nas quais os corpos de inclusdo séao
submetidos a tratamento com ureia. Entretanto, o dobramento da proteina
realizado apés a purificacao nao foi eficaz, o que foi demonstrado pela técnica
de dicroismo circular (Figura 13). Por meio do espectro dicroico, nota-se que
nao ha a formacao de bandas dicroicas caracteristicas, ou seja, a proteina nao
apresentou estruturas secundarias apés o0 processo de renaturacdo. Este

ensaio foi realizado para o nanosensor intacto.
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Figura 13: Espectro de dicroismo circular distante da regidgo UV (190 — 260 nm) do

nanosensor intacto. O ensaio foi realizado em tampéao Tris-HCI (pH 7,0) a 25 °C.

Dessa forma, foram testadas outras linhagens de E. coli para expressao:
Origami (DE3), C43 (DE3), Tuner (DE3) e Rosetta (DE3), dentre as quais se
destacou a dultima. Esta linhagem possui a permease lacY?1 deletada,
possibilitando uma entrada homogénea de IPTG em toda a populagcéao, o que
permite um ajuste dos niveis de expressao de acordo com a concentracao do
agente indutor (Novagen, 2003). Assim, células da linhagem Rosetta (DE3)
foram induzidas com sucesso utilizando 0,5 mM de IPTG, com crescimento a
20 °C, como pode ser observado na Figura 14. O clone produtor de nanosensor
intacto foi denominado R1 e aquele que expressou 0 nanosensor truncado foi
denominado de R1A. Com as proteinas sintetizadas, seguiu-se a purificacao

dos nanosensores em condi¢cdes nativas.
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Figura 14: Expressao génica dos nanosensores a 20 °C. Eletroforese em gel SDS-PAGE
12% corado com comassie coloidal. M: marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific); 1: perfil proteico do clone R1 imediatamente antes da inducgéo; 2: peffil
proteico do clone R1 apos 1 h de indugao; 3: perfil proteico do clone R1 apés 6 h de indugéo; 4:
perfil proteico do clone R1A imediatamente antes da indugéo; 5: perfil proteico do clone R1A
apés 1 h de indugéo; 6: perfil proteico do clone R1A apds 6 h de indugéo.

6.5. Purificacao proteica

Apé6s a producédo heterdloga das proteinas e lise das células utilizando-
se homogeneizador de alta pressao, o lisado foi centrifugado e o sobrenadante
utilizado para a purificagao por cromatografia de afinidade em coluna de niquel.
A Figura 15 apresenta um gel SDS-PAGE da purificacdo do nanosensor intacto
a partir do clone R1 realizada no sistema AKTA Pure (GE). A proteina foi eluida
em um pico cuja concentracdo de imidazol foi de 75 mM.

A Figura 16 apresenta o gel SDS-PAGE da purificacdo do nanosensor
truncado a partir do clone R1A, a qual foi realizada utilizando-se um gradiente
crescente de concentragdo de imidazol, sendo a proteina eldida em 140 mM.
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Figura 15: Purificacdo do nanosensor intacto por cromatografia de afinidade. Eletroforese
em gel SDS-PAGE 12% corado com comassie coloidal. M: marcador Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Thermo Scientific); 1: sobrenadante apos lise celular; 2: flow through;
3 e 4: eluigao utilizando-se 75 mM imidazol; 5: eluicao utilizando-se 300 mM imidazol.

MBKD .

66 kD~ ‘- -_—

Figura 16: Purificacdo do nanosensor truncado por cromatografia de afinidade.
Eletroforese em gel SDS-PAGE 12% corado com comassie coloidal. M: marcador Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific); 1: sobrenadante apés lise celular; 2: flow

through; 3 a 7: gradiente de imidazol, no qual a proteina foi eluida em 140 mM.
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6.6. Caracterizacao dos nanosensores

A caracterizacdo dos nanosensores in vitro envolveu a aquisicdo de
espectros de emissdo quando a proteina foi excitada em 435 nm, excitando
dessa forma, somente a variante eCFP. O espectro de emissdo para o
nanosensor intacto (FLIXylF) esta apresentado na Figura 17 e para o truncado
(FLIXylIFA) na Figura 18, sendo ambos coletados a 25 °C. O primeiro pico do
espectro é a emissao pelo dominio eCFP e o segundo é a emissao pelo
dominio eYFP. E possivel observar uma alteragdo do espectro de emissdo em
ambos o0s sensores a medida que xilose é adicionada devido a ligagdo desta a
proteina.

Para o nanosensor intacto também foram coletados espectros em outras
temperaturas: 28 °C, 30 °C, 35 °C, 38 °C e 40 °C, com o intuito de calcular os
parametros termodinamicos da interacao entre a proteina e a xilose, 0os quais

estdo apresentados no Anexo C.
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Figura 17: Espectro de emissdao do nanosensor intacto a 25 °C. O ensaio foi realizado na
auséncia de xilose e na presenca de diferentes concentragbées do agucar. eCFP indica o pico

de emissao pela variante eCFP e eYFP indica o pico de emisséao pela variante eYFP (Vénus).
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Figura 18: Espectro de emissao do nanosensor truncado a 25 °C. O ensaio foi realizado
na auséncia de xilose e na presenca de diferentes concentragcdes do agucar. eCFP indica o
pico de emissédo pela variante eCFP e eYFP indica o pico de emissdo pela variante eYFP

(Vénus).

6.6.1. Determinacao de K4

A alteracdo dos espectros de emissdo observada é indicativo de que
houve alteracdao de FRET em resposta a ligagdo do substrato ao nanosensor,
uma vez que had um aumento da taxa de emissdo entre os dominios
fluorescentes eYFP e eCFP. Por meio dessa taxa, foi feita uma curva de
saturacao relacionando as taxas de emissao obtidas com concentragdes de
xilose entre 0 e 10 uM e submetendo-as a aproximacdo apresentada na
Equacado 1. Com esta, é possivel determinar a Kq aparente do nanosensor por
xilose, constante que indica a afinidade da proteina pelo seu ligante. A Figura
19 apresenta a curva obtida por meio dessa aproximagao para 0 nanosensor
truncado em ensaio realizado a 25 °C. Para este, a Kq encontrada nesta
temperatura foi de 0,9750 + 0,2148*10° M, que representa uma alta afinidade
por xilose, sendo que a taxa de emissdo maxima entre o estado saturado e na
auséncia do ligante foi de 0,168. A Figura 20 apresenta uma comparacao das
curvas obtidas para o nanosensor intacto e truncado e a Figura 21 apresenta

as curvas para o nanosensor intacto em todas as temperaturas estudadas.
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Figura 19: Curva de titulacdo do nanosensor truncado. O eixo Y representa a taxa de
emissao eYFP/eCFP quando o nanosensor foi excitado em 435 nm a 25 °C. As barras

representam o erro padrdo das triplicatas.
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Figura 20: Comparacao das curvas de titulacdo dos nanosensores intacto e truncado. O
eixo Y representa a taxa de emissao eYFP/eCFP quando os nanosensores foram excitados em

435 nm a 25 °C. As barras representam o erro padrao das triplicatas.
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Figura 21: Curvas de titulacdo do nanosensor intacto. O eixo Y representa as taxas de
emissao entre a eYFP e eCFP nas temperaturas de 25 °C (A); 28 °C (B); 30 °C (C); 35 °C (D);

38 °C (E) e 40 °C (D). As barras representam o erro padrdo das triplicatas.
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E possivel notar diferencas em relagéo ao espectro (Figuras 17 e 18) e a
taxa de emissado (Figura 20) entre os nanosensores, possivelmente devido a
um dobramento diferenciado que no nanosensor FLIPXylFA sofreu por ter uma
regiao deletada. Além disso, por meio das curvas apresentadas na Figura 21,
foi possivel determinar a Ky do nanosensor intacto por xilose para cada
temperatura estudada, as quais estdo mostradas na Tabela 4. Os valores
encontrados indicam que a proteina possui uma alta afinidade por xilose. A
tabela também apresenta a maxima taxa de emissao encontrada, sendo esta a
diferenca entre a taxa de emissdo quando a proteina estava saturada e na
auséncia do ligante (Atmax)-

Tabela 4: Constante de dissociacdo (Kg4) do nanosensor intacto por xilose e
Atnax calculadas para cada temperatura estudada.

Temperatura (°C) Ky (LM) Atmax:
25 3,414 + 1,780 0,173
28 2,971 £1,195 0,187
30 2,613 £0,872 0,149
35 1,738 £ 0,355 0,167
38 1,504 + 0,458 0,212
40 1,362 + 0,229 0,202

*Méaxima variagao na taxa de emissdo entre a auséncia e a saturagao do ligante.

6.6.2. Determinacao dos parametros termodinamicos

A fim de determinar os valores termodindmicos da interagdo entre o
nanosensor intacto e a xilose, os valores encontrados de K4 foram submetidos
a aproximacao de Van't Hoff apresentada na Equacédo 2. Esta aproximacéao
relaciona o logaritimo natural da constante de associacao K, (inverso de Ky) da

interagdo entre a proteina e seu ligante com o inverso das temperaturas. O
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grafico esta apresentado na Figura 22. Os parametros termodinamicos

encontrados estdo apresentados na Tabela 5.

30-
28-
g‘ 26
5
3 24
22 y = 12960x + 68,51
r? = 0,9937
20 T 1 1 1
0.00320 0.00325 0.00330 0.00335

11T (K)

Figura 22: Aproximacao de Van’t Hoff para a interacao do nanosensor intacto com a
xilose. Por meio desta relacdo, foram calculados os valores da variagdo de entalpia (AH) e de

entropia (AS). As barras representam o erro padrao das triplicatas.

Tabela 5: Parametros termodindamicos encontrados para a interagdo entre o

nanosensor intacto e a xilose.

Parametros termodinamicos Interacao FLIPXyIF - xilose
AH (kcal/mol) 12,960 + 0,516
AS (cal/mol.K) 68,510 + 1,689
AG? (kcal/mol) -7,456 + 0,518
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6.6.3. Especificidade do nanosensor

Para verificar a especificidade do nanosensor FLIPXylF (intacto), este foi
testado com outros aglcares que estao presentes na biomassa, a glicose e a
arabionose. Além disso, € necessario testa-lo contra intermediarios da via de
degracao de xilose, como o xilitol e a xilulose, que podem interferir na ligagao
do nanosensor a xilose quando da realizacao de testes in vivo. O ensaio foi
realizado a 30 °C utilizando-se as mesmas concentracbes de acucar que O
ensaio realizado para xilose. A Figura 23 mostra a variacdo na taxa de emissao
do nanosensor intacto presenca de diferentes concentracées dos agucares
citados. Para a glicose e a arabinose, é possivel observar uma variagdao nesta
taxa, porém nao significativa, resultando em uma baixa alteracao de FRET, nao
sendo possivel calcular as constantes de dissociacdo do nanosensor por estes
acucares utilizando-se este método. Ja para a xilulose e xilitol, houve uma
maior variacdo na taxa de emissdo entre os fluoréforos comparando-se a
proteina na auséncia e na presenca do ligante, verificando-se a ocorréncia de
FRET e demonstrando que o nanosensor também apresenta afinidade por
estes agucares.
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Figura 23: Especificidade do nanosensor intacto em relacdo a glicose, arabionose,

xilulose e xilitol.
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Por meio das curvas apresentadas na Figura 24, foi possivel a
determinacdo da Ky para a xilulose (0,244*10° + 0,028*10° M) e para o xilitol
(0,3112*10° + 0,049*10° M), sendo que na mesma temperatura, a Ky
encontrada para a xilose foi de 2,613*10° + 0,872*10° M. Dessa forma, o

nanosensor apresenta maior afinidade por estes acucares do que para xilose.
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Figura 24: Curvas de titulacdo do nanosensor intacto para xilulose e xilitol. O eixo Y
representa as taxas de emiss@o entre a eYFP e eCFP quando o nanosensor foi excitado a
435 nm a 30 °C. As barras representam o erro padrao das triplicatas.

6.7. Validacao do nanosensor in vivo

A fim de verificar o uso do nanosensor in vivo, este foi clonado no vetor
Y1PGK1 (Reis, 2012) para sua expressao na linhagem EBY.VW4000. Esta
linhagem foi desenvolvida no trabalho de Wieczorke et al. (1999), no qual foram
nocauteados 20 genes codantes para transportadores de hexoses, bloqueando
assim, a absorcao destes acucares. Portanto, a expressdao de um determinado
transportador nesta linhagem possibilita seu estudo isoladamente. Para tanto, o
gene codante para o transportador HXT7 foi clonado no vetor YEp352 (Moraes

et al., 1995) para a sua expressao nesta linhagem.
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Para a amplificacdo do gene do nanosensor intacto foram utilizados os
primers ScFLIP-F e ScFLIP-R que adicionam sitios de Bglll e Notl,
respectivamente, as extremidades dos produtos amplificados e o vetor
pET21FLIPX como molde, gerando um fragmento de aproximadamente 2,4 kb.
A amplificagdo do transportador HXT7 foi realizada com os primes Y2H7-F e
Y2H7-R, que adicionam 50 pb em ambas as extremidades para a sua
recombinacao no vetor YEp352 digerido com a enzima Smal. Como molde, foi
utiizado o DNA gen6mico da linhagem de S. cerevisiae S288c. O fragmento
assim amplificado apresenta aproximadamente 2,5 kb. A Figura 25 apresenta a

amplificagdo dos dois fragmentos de acordo com os tamanhos esperados.

Ay M

3 kb

2 kb

Figura 25: Amplificacdo dos genes do nanosensor (A) e do transportador HXT7 (B).
Eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio. M: marcador GeneRuler
1 kb Plus DNA ladder.

E possivel observar na Figura 25 (A) que houve amplificacdo de
fragmentos inespecificos, assim, a banda de interesse foi eluida e purificada a
partir do gel de agarose, sendo o fragmento correspondente ao nanosensor
clonado no vetor pPCV-B (Janner et al., 2013), para sua posterior digestdo com
as enzimas Notl e Bglll. O vetor Y1IPGK1 (Reis, 2012) foi digerido com as
enzimas Notl e BamHI e ligado ao gene do nanosensor digerido. Uma vez que
os sitios BamHI e Bglll geram extremidades compativeis, € possivel sua

ligacdo, contudo, o sitio é destruido. Apds a ligacao, células XL10-Gold foram
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transformadas, e col6nias transformantes foram inoculadas em meio LB liquido
para extracdo de DNA plasmidial. Para a confirmacao da clonagem, o DNA foi
digerido com a enzima Notl, sendo esperada a linearizacdo do plasmideo em
um tamanho de 9,7 kb. Além disso, também foram realizadas digestdes com as
enzimas EcoRV e Pvul separadamente, que cortam tanto o inserto como o
vetor. Para a digestdo com EcoRV, espera-se a liberacdo de fragmentos de
225 pb, 2683 pb e 6842 pb. Ja para a enzima Pvul, a digestdo geraria
fragmentos de 1209 pb, 1870 pb, 2817 pb e 3854 pb. A Figura 26 apresenta o
mapa de restricdo do vetor resultante, o qual foi denominado de Y1FLIPX e as

digestées com as enzimas citadas, sendo confirmada a clonagem.

(A) (B)

(9526) Sapl Sacl (25)

Pyul (1219)

Pl (965) 7 kb

(8152) Pvul
(&040) Scal

BamHI (2208}
EcoRV (2301)
Y1FLIPX
750 bp

EcoRv (2526) 1 kb

Pyul (3089)
Sall (3142)

Notl (3848) 200 pb

HindIII (4131)
(5209) EcoRV Pyl (4298)

Figura 26: (A) Mapa de restricio do vetor Y1FLIPX; (B) confirmacdao da clonagem do
nanosensor no vetor Y1IPGK1. M: marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo
Scientific); 1: Y1FLIPX intacto; 2: digestdo com Notl; 3: digestdo com EcoRV; 4: digestdo com

Pvul. Eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio.

Para a construcdo de um plasmideo contendo o transportador HXT7,
este foi amplificado de modo a ter 50 pb de homologia em ambas as
extremidades com o vetor YEp352 digerido com a enzima Smal. A linhagem
EBY.VW4000 foi transformada com o fragmento amplificado e com o vetor

digerido, para a obtencao do plasmideo por meio de recombinagdo homéloga
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in vivo entre os fragmentos. Col6nias transformantes foram submetidas a PCR
de colbnia para verificar a construgdo do vetor. Os primers utilizados foram o
Ampint 3’ que se anela a uma regido interna ao gene de resisténcia a
ampicilina e o pHXT7 3’ que se anela a regido promotora do gene do HXT7,
gerando um fragmento de aproximadamente 2,2 kb. A Figura 27 apresenta o
mapa de restricdo do vetor resultante, denominado de Y2HXT7 (A) e o

resultado da PCR de colénia de 11 clones utilizando os primers citados (B).

(A) (0) Smal BamHI (3)
/ sall (15)

Lf’ /stul (697)

p Xeml (1008)

e

_Ndel (1213)

Y2HXT7

(5550 .. 5578) pHXT7 3' 7548 bp

(s181) Smal —_.N)
(5173) Sacl
(5163) ECORI

Figura 27: (A) Mapa de restricao do vetor Y2HXT7; (B) PCR de colonia de 11 clones
transformantes. C-: reagdo sem adicdo de DNA; M: marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA
ladder (Thermo Scientific). Eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio.
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Assim, o clone 5 foi escolhido para a sua transformacdo com o vetor
Y1FLIPX. A Figura 28 mostra o resultado da PCR de colénia de 13 clones
selecionados utilizando os primers FLIPXD-F e FLIPXD-R para verificar a
presenga do vetor nos transformantes, gerando um fragmento de

aproximadante 900 pb conforme esperado.
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Figura 28: PCR de col6nia de 13 clones transformantes. C-: reacdo sem adicdo de DNA; M:
marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific). Eletroforese em gel de agarose

1 % corado com brometo de etidio.

Além disso, a linhagem RE1006 também foi transformada com o
nanosensor FLIPXyIF. Como esta possui todos os transportadores, ela poderia
ser utilizada como controle positivo da entrada de xilose nos ensaios in vivo.
Além disso, ambas as linhagens também foram transformadas com os

respectivos vetores vazios, compondo os controles negativos.

O clone 7 foi utilizado para ensaios preliminares em microscopio
confocal e em espectrofotdbmetro de placa, sendo que neste ultimo foram
realizados em triplicatas. Por meio destes, observou-se que as células
fluorescem, mas nao foi possivel observar variagbes no FRET para todas as
unicatas, obtendo-se resultados divergentes, sendo necessario o0

aprimoramento do ensaio.
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7. Discussao

A utilizacdo da xilose nos processos fermentativos é de suma
importancia para uma producdo de etanol mais rentavel, uma vez que este
acucar € o de maior abundancia na biomassa apos a glicose. Porém, o maior
desafio para o uso da xilose é a incapacidade da levedura S. cerevisiae, 0
micro-organismo mais utilizado na fermentagdo alcodlica, em metabolizar
eficientemente este aglcar. Para contornar essa deficiéncia, diversos estudos
realizaram com sucesso a introducao da via metabdlica de xilose, seja ela de
origem fungica ou bacteriana, no metabolismo de S. cerevisiae. Contudo,
outras dificuldades surgiram, como o transporte da xilose para o interior da
célula. Este aglucar € uma pentose, enquanto que a levedura S. cerevisiae
possui somente transportadores de hexose, que possuem baixa afinidade por
xilose quando comparada a glicose. Dessa forma, estudos que visem verificar a
afinidade e cinética de transportadores nativos ou heter6logos no influxo de
xilose podem revelar quais seriam os transportadores ideais para a
internalizagcdo da xilose durante a fermentagdo. Uma forma de realizar tais
estudos é a utilizacdo de nanosensores FLIP com propriedades de FRET.
Assim, o principal objetivo deste trabalho foi a constru¢do e a caracterizagéo de
um nanosensor de xilose para seu posterior uso na avaliacdo da afinidade de
transportadores no influxo deste agucar.

Estes sensores podem ser codificados geneticamente, fornecendo
vantagens para aplicacbes in vivo: (1) expressao estavel; (2) eficiente
introducdo em uma variedade de tipos celulares e organismos; (3) mensuracao
de mudancas dentro de compartimentos subcelulares; e (4) controle eficiente
sobre a producao do sensor (Deuschle et al., 2005). Assim, 0 primeiro passo
para a construcdo do nanosensor foi a determinagdo de uma sequéncia
codificadora seguida de modelagem da estrutura tridmensional da proteina. O
modelo resultante indicou que 0 nanosensor apresentaria uma estrutura
adequada para a ocorréncia do FRET. Além disso, uma outra versao do
nanosensor foi concebida, contendo uma delegcdo de 23 aminodacidos no

dominio de ligacao a xilose, a fim de verificar se ocorreria mudancgas no FRET.
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Apés a determinacdo da sequéncia, sintese do gene codificador e da
modificacdo do dominio de ligacdo, gerando uma nova versdo do sensor, 0S
genes codantes para ambos 0s nanosensores foram submetidos a expressao
na bactéria E. coli. A utilizacdo deste hospedeiro traz varias vantagens como
altos niveis de expressao do gene heterdlogo, baixo custo, rapido crescimento
e falta de modificacbes po6s-traducionais, ndo requerida para uma variedade de
proteinas (Tolia e Joshua-Tor, 2006). Contudo, a super produgédo de proteinas
heterélogas no citoplasma de E. coli é frequentemente acompanhada por seu
mau dobramento e acumulo em agregados insolUveis conhecidos como corpos

de inclusédo (Baneyx, 1999).

Primeiramente, foram realizadas tentativas de purificar as proteinas alvo
em condi¢cdes nativas na linhagem BL21 (DE3) de E. coli, contudo, a
quantidade de proteina produzida na fracdo soluvel foi infima quando
comparada a fracdo insoluvel. De fato, é possivel que toda a producédo de uma
proteina heteréloga se dé na fragéo insoluvel. Entre os anos de 2008 e 2011, o
centro de pesquisas Seattle Structural Genomics Center for Infectious Disease
produziu aproximadamente 3500 proteinas recombinantes, das quais 30%
foram sintetizadas somente na fracdo insolluvel, sem proteina aparente na

fracao soluvel, o que foi verificado por gel SDS-PAGE (Leibly et al., 2012).

Como a expressao em corpos de inclusado traz a vantagem de facilitar o
isolamento e a purificagdo da proteina alvo (Swartz, 2001) realizou-se a
purificacao a partir dos corpos de inclusdo. Porém, a purificacdo em condicoes
desnaturantes requer multiplos procedimentos de recuperacdo, como O
redobramento da proteina desnaturada (Leibly et al., 2012). O procedimento
para a remocado do agente desnaturante é um passo chave para uma
recuperacao eficiente das proteinas e embora ja tenham sido descritos
métodos que tiveram sucesso no redobramento da proteina, em muitos casos o
rendimento é baixo devido a precipitacdo das proteinas (Yamaguchi e
Miyazaki, 2014). Ainda, a utilizacdo da dialise para retirar o agente
desnaturante tem um rendimento de recuperagdo menor que 40% (Yamaguchi
e Miyazaki, 2014). Neste trabalho, apdés a purificacdo em condigdes
desnaturantes, foi realizada dialise para a remog¢do da ureia. Esse

procedimento mostrou-se ineficiente, uma vez que foi demonstrado por meio de

62



7. DISCUSSAO

dicroismo circular que a proteina ndo possuia estruturas secundarias formadas,
possivelmente devido a um enovelamento incorreto da proteina mesmo apos a

retirada do agente desnaturante.

Dessa forma, foi necessario buscar a expressdao dos nanosensores para
que fossem sintetizados na fragdo soluvel da célula. Existem muitos métodos
para reduzir a formacdo de corpos de inclusdo, que incluem reduzir a
temperatura de crescimento da cultura, reduzir as taxas de expressao génica,
otimizar a utilizacdo dos cédons e coexpressar chaperonas (Baig et al., 2014).
Assim, outras linhagens de E. coli e outras condi¢gdes de inducdo foram
testadas, sendo possivel a produgdo dos nanosensores na fracdo soluvel
utilizando-se a linhagem Rosetta (DE3), 0,5 mM de IPTG e crescimento a
20 °C. Esta linhagem possui a permease lacY1 deletada, possibilitando uma
entrada homogénea de IPTG em toda a populacdo, o que permite um ajuste
dos niveis de expressdo de acordo com a concentracdo do agente indutor
(Novagen, 2003). Assim, apesar de utilizar uma menor concentragao de IPTG
levando a menores niveis de expressdao, ha o aumento da solubilidade da
proteina alvo. Além disso, com um crescimento mais lento a menores
temperaturas, ha mais tempo para o dobramento das proteinas produzidas,
possibilitando uma menor formacdo de corpos de inclusdo. Ainda, esta
linhagem foi desenvolvida para utilizar codons raramente usados em E. coli de
forma a expressar proteinas eucarioticas, como € o caso da eCFP e eYFP.
Dessa forma, foi possivel realizar a purificacdo em condigdes nativas dos
nanosensores intacto e truncado a partir de suas expressdes na linhagem
Rosetta (DES3).

A caracterizacdo dos nanosensores FLIPXylF e FLIPXylFA in vitro
demonstrou que ambos apresentam alta afinidade por xilose e taxa de emissao
entre os fluoréforos semelhante ao nanosensor FLIP glu-600uA13 (Deuschle et
al., 2005), refletindo a similaridade da estrutura tridimensional das proteinas.
Nanosensores desenvolvidos para outras moléculas também apresentaram
Atmax Similares aos desenvolvidos neste trabalho (Fehr et al., 2002; Lager et al.,
2003; Lager et al., 2006; Yano et al., 2010). Contudo, quanto maior for a Atmax,
maior € a sensibilidade de deteccdo do sensor (Lager et al, 2003), sendo

interessante a melhoria das taxas de emissdo para a obtencdo de sensores
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mais sensiveis ao metabdlito em questao. Com este proposito, Liu et al. (2011)
desenvolveram sensores para fons Ca®* com Atns de até 20 por meio de
mutacdes pontuais na variante eCFP, o que aumentou a sobreposi¢cao de seu
espectro com a eYFP, melhorando a eficiéncia de FRET. Além disso, no estudo
citado também foram testadas diferentes combinacdes de pares de FRET,
concluindo-se que a alteracdo da orientacdo dos cromoéforos pode levar a
melhoria do sinal de FRET. Assim, a pequena Atnhs encontrada para os
nanosensores FLIPXylF e FLIPXylIFA pode ser devido a um alinhamento nao
favoravel dos dipolos dos fluoréforos. Ademais, para gerar sensores mais
sensiveis, ou seja, com maiores mudangas na taxa de emissdo, podem ser
realizadas modificacdes nas sequéncias que ligam as proteinas fluorescentes
com o dominio de ligacado a xilose em combinacao com mutagdes neste ultimo
(Fehr et al., 2002).

Em relagdo ao nanosensor truncado, a modificagdo do dominio de
ligacao envolveu a delecao de 23 aminodacidos da sua extremidade N-terminal.
Deuschle et al. (2005) discute que a diminuicdo do dominio de ligacdo em
menos de 20 aminoacidos nao apresentou efeitos de alteracdo de FRET,
sendo que acima disso, a resposta do sensor aumentava. A delecéo realizada
no nanosensor FLIPXylF ndo alterou de forma significativa a eficiéncia de
transferéncia de energia, ja que a uma temperatura de 25 °C, a Atna do
nanosensor truncado foi de 0,168 e para o intacto foi de 0,173.

As Figuras 18 e 20 mostram as diferencas no espectro e nas taxas de
emissdo, do nanosensor truncado em relacdo ao intacto, respectivamente, o
que possivelmente ocorreu devido as diferencas na estrutura proteica dos
nanosensores (Lager et al., 2003). Além disso, o estudo estrutural da XBP
realizado por Sooriyaarachchi et al. (2010) mostrou que algumas mudancas
conformacionais sao observadas dentro no dominio N-terminal, particularmente
préximo ao residuo que se liga ao substrato Arg16, que tornam a proteina mais
ordenada. Na sequéncia apresentada neste trabalho, este é o residuo de
posicdo 24, ou seja, o0s residuos imediatamente anteriores a ele foram
deletados na versdao truncada do nanosensor. Assim, as mudancas
conformacionais observadas por Sooriyaarachchi et al. (2010) ndo estariam

presentes nesta versao da proteina, o que pode ter levado a um dobramento
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diferenciado, explicando assim as pequenas diferencas de espectro e de taxa

de emissao em relagcao ao nanosensor intacto.

Para este ultimo, o estudo em diferentes temperaturas resultou em uma
taxa de transferéncia de energia cuja média foi de 0,164 (aumento de 13,7%
em média). Para cada temperatura estudada, foi calculada a constante de
dissociacado aparente (Ky) do nanosensor para a xilose, medida que fornece
indicios sobre a afinidade da proteina pelo seu ligante. Os valores encontrados
estdo descritos na Tabela 4 e por meio deles é possivel inferir que o
nanosensor FLIPXylF possui uma alta afinidade por xilose.

Sooriyaarachchi et al. (2010) também realizou estudos de afinidade para
a XBP, encontrando uma Ky aparente de 0,13 uM a 25 °C, enquanto que o
valor encontrado neste trabalho foi de 3,414 + 0,178 uM. A diferencga observada
pode ser devido aos diferentes métodos empregados para a mensuracao da
constante. No estudo citado, foi utilizado mudancas no microambiente do
triptofano mensuradas por meio de fluorescéncia para determinar a Ky. Além
disso, a fusdo da XBP com as proteinas fluorescentes pode modificar de forma
geral a estrutura da proteina, alterando a ligacao do seu substrato.

Por meio dos valores de Ky encontrados em diferentes temperaturas, foi
possivel a determinacao dos parametros termodindmicos da interacao entre o
nanosensor € a xilose por meio da aproximagao de Van't Hoff. Os valores dos
parametros termodindmicos elucidam caracteristicas acerca da associagao
entre moléculas, que esta relacionada a ligagdes nao covalentes, como
interagbes de hidrogénio, de Van der Walls, eletrostaticas e hidrofébicas.
Assim, o valor encontrado de AG® (AG® < 0) indica que a interacdo da
proteina com o seu ligante é espontanea, sendo um valor proximo ao da
hidrélise do ATP, calculado em aproximadamente — 9 kcal/mol (Kamerlin e
Warshel, 2009). Dessa forma, a interacdo do nanosensor com a xilose ocorre
espontaneamente e de forma favoravel. Além disso, o AH positivo (AH > 0)
sugere uma interacdo endotérmica. Ainda, foi encontrado um valor de AS
positivo, sendo que segundo Zhang et al. (2011) tais valores sendo positivos
indicam um processo entropicamente guiado. O aumento de entropia é
explicado pela desorganizacdo das moléculas de agua que estavam
previamente ligadas a proteina em solugdo na auséncia do ligante. A adigéao

65



7. DISCUSSAO

deste as exclui da interface de interagdo com a proteina, resultando no
aumento de entropia (Freitas et al., 1999).

Além disso, o sinal e a magnitude dos parametros termodinamicos foram
relacionados com tipos individuais de interacdes que podem ocorrer durante 0os
processos de associacdo envolvendo proteinas: (a) AH > 0 e AS > 0 —
interacdes hidrofobicas; (b) AH < 0 e AS < 0 — interagdes de hidrogénio e forcas
de Van der Waals; (c) AH < 0 e AS > 0 — interacOes eletrostaticas (Ghalandari
et al., 2014). Assim, conclui-se que as interagdes hidrofobicas desempenham
um importante papel na interacdo do nanosensor com a xilose. Essa afirmacao
€ corroborada por Sooriyaarachchi (2010) em cujo trabalho é relatado que para
PBPs que reconhecem agucares, residuos aromaticos localizados no bolso de
ligacdo do substrato sdo uma caracteristica bastante comum, fornecendo
interacbes de empilhamento de moléculas aromaticas e interacoes
hidrofobicas. A Figura 29 mostra o posicionamento dos atomos no bolso de
ligacdo do substrato da proteina XBP, sendo possivel observar que a xilose faz
interagGes hidrofébicas com os residuos Phe141 e Trp169.

Figura 29: Estrutura do bolso de ligagdo do substrato da proteina XBP. Retirado de
Sooriyaarachchi et al. (2010).

A principio, as PBPs devem ser altamente especificas para seu ligante,
uma vez que as bactérias as utilizam como sensores de quimiotaxia (Fehr et

al., 2002). Assim, quando o nanosensor intacto foi testado contra glicose e
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arabionose, observou-se baixa alteragdo de FRET, conforme o esperado.
Contudo, ao testa-lo contra xilulose e xilitol, intermediarios da via de
metabolizacdo de xilose, houve alteracdo de FRET, sendo que o nanosensor
apresentou maior afinidade por estes intermediarios do que por xilose. A
xilulose é um isébmero da xilose enquanto que o xilitol é resultado de sua
reducdo, sendo moléculas bem similares a xilose, que sao reconhecidas pela
XBP. Nao obstante, é possivel melhorar a especificidade do nanosensor por
xilose gerando mutantes ao identificar potenciais residuos relacionados ao
evento de ligacdo. Sabe-se que os residuos Arg16, Asp90, Arg91, Asp135,
Asn137, Asn196, Asp222, Lys242, Phe141 e Trp169 participam da interacao
acucar-proteina (Sooriyaarachchi et al.,, 2010) (Figura 29), sendo que sua
modificagdo pode alterar as propriedades de ligacdo do nanosensor com 0O
substrato. Além disso, a geracdo de mutantes é interessante pois leva a
construgcdo de nanosensores com diferentes constantes de dissociacao e
afinidade, sendo possivel o monitoramento de uma maior variagcdo na
concentracao de xilose. Entretanto, uma vez que o nanosensor também exibiu
afinidade pelo xilitol, este pode ser utilizado indiretamente para a mensuracao
de xilose em ensaios in vivo, uma vez que esta pode ser reduzida a xilitol no

citoplasma da levedura.

A expressdo do nanosensor FLIPXylF na levedura S. cerevisiae néao
levou a alteragdes significativas no FRET. Sendo uma proteina, o nanosensor é
altamente influenciavel por fatores ambientais como pH e concentracao de ions
e metabdlitos presentes no citoplasma. Moussa et al. (2014) demonstrou que
estes biosensores sdo muito sensiveis aos varios parametros estudados, como
pH, sal e concentracdo do tampéo utilizado, ions e metabdlitos, alertando que
deve ser tomado cuidado ao realizar a calibracdo dos nanosensores in vitro
com o intuito de deduzir dados quantitativos in vivo. De fato, comparando-se
nanosensores in vitro e in vivo, espera-se que a taxa de emissdao de
fluorescéncia seja menor em ensaios in vivo (Ewald et al., 2011). Assim, a nao
deteccdo de FRET nos ensaios in vivo pode ser devido a mudancas da
conformacao da proteina quando produzida no citoplasma da levedura. Dessa
forma, é necessario que as condi¢cées do ensaio in vivo sejam aprimoradas e

padronizadas.
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8. Conclusoes e Perspectivas

Diversas PBPs tém sido utilizadas para a construcdo de nanosensores
que visam o monitoramento de seus respectivos ligantes. Neste trabalho, a
XBP foi utilizada com sucesso para a constru¢cao de um nanosensor de xilose,
cujo uso posterior sera importante para o estudo e a escolha de
transportadores para o influxo deste aclucar em S. cerevisiae capaz de

fermentar a xilose.

Uma nova versao do nanosensor foi construida por PCR, deletando-se
23 aminoéacidos do dominio de ligacdo a xilose, esperando-se que um menor
dominio de ligagdo aumentasse a eficiéncia do FRET. Contudo, ndo foram
veriricadas mudangas significativas na transferéncia de energia. Além disso,
esse nanosensor apresentou diferengas no espectro e na taxa de emissao em
relacdo ao nanosensor intacto, possivelmente devido a um dobramento
diferenciado dessa nova versdao da proteina. Futuramente, os parametros
termodinamicos da interacdo do nanosensor truncado com a xilose serdo

determinados assim como testes de especificidade realizados.

O nanosensor intacto apresentou alteracées na ocorréncia do FRET
quando o ligante foi adicionado em concentracdes crescentes. Além disso,
exibiu alta afinidade por xilose e sua interagdo com o ligante é espontanea
(AG < 0). Ainda, os valores de AH e AS indicam que interagdes hidrofobicas

desempenham um papel importante na ligagéo da xilose com o nanosensor.

Para o nanosensor intacto, os testes de especificidade com arabinose e
glicose, ambos presentes na biomassa, mostraram que 0 nanosensor nao
possui afinidade por estes. Contudo, para a xilulose e xilitol, intermediarios da
via da degradacéao da xilose, o nanosensor apresentou ndo sé afinidade, como
uma menor constante de dissociacdao, possuindo assim maior afinidade por
estes acucares do que por xilose. Dessa forma, mutacbes em aminoacidos
relacionados a interagdo com o ligante e a construcdo de uma biblioteca com
mutacdes randdmicas poderiam ser realizadas para a melhoria da
especificidade do nanosensor por xilose. Contudo, sendo o xilitol produto da

reducdo da xilose, este poderia ser utilizado para mensuracdo da xilose de
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forma indireta devido a ligacao deste ao nanosensor. Além disso, mutagdes
nos dominios fluorescentes podem levar a melhoria do sinal de FRET.

Por meio de ensaios preliminares expressando-se o nanosensor intacto
em S. cerevisiae foi possivel verificar que as células fluorescem, ou seja, o
nanosensor estd sendo expresso, porém nao se observou de forma eficiente a
ocorréncia do FRET, sendo preciso a realizacdo de melhorias neste teste. O
nanosensor truncado também sera expresso em S. cerevisiae para que seja

determinado qual nanosensor fornece melhor sinal e mensuracao in vivo.
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10. Anexos

Anexo A: Predicao da estrutura secundéria da proteina XBP.
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10. ANEXOS

Anexo B: Grafico de Ramachandran para averiguacdao do modelo

predito.
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Anexo C: Espectros de emissdo do nanosensor intacto em varias

temperaturas. O ensaio foi realizado na auséncia de xilose e na presenca de

diferentes concentrag¢des do agucar.

Intensidade de Fluorescéncia normalizada

Intensidade de Fluorescéncia normalizada

Comprimento de Onda (nm)

1004 28 °C
80+ 0,0 uM
0,8 uM
2,0 uM
601 4,0 uM
10,0 uM
40-
204
c ] 1 ) ) 1 ] ]
450 475 500 525 550 575 600
Comprimento de Onda (nm)
100- \ 30°C
\\
80- \
0,0 uM
0,8 uM
60- 2,0 uM
4,0 uM
10,0 uM
40-
204 _
\\\\
0= T T T T T =
450 475 500 525 550 575 600

83



Intensidade de Fluorescéncia normalizada

Intensidade de Fluorescéncia normalizada

10. ANEXOS

100- 35°C
80- — 0,0 M
\ — 0,8 uM
— 2,0uM
60- \
\ — 4,0uM
‘ 10,0 uM
404
20-
0 : 1 1 1 ) L) ) 1
450 475 500 525 550 575 600
Comprimento de Onda (nm)
100- 38 °C
80-
— 0,0 uM
— 0,8uM
60+ — 2,0uM
— 4,0uM
10,0 uM
404
20-
0= T T T T T 1
450 475 500 525 550 575 600

Comprimento de Onda (nm)

84
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