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RESUMO

Quimosina é uma aspartil protease que catalisa a reacdo de hidrdlise da «-caseina,
provocando a coagulacdo do leite. Esta enzima é amplamente utilizada na inddstria
queijeira, devido a sua especificidade e baixa atividade proteolitica, o que confere
caracteristicas organolépticas desejaveis e alto rendimento a producdo de queijo. Neste
trabalho, a quimosina bovina B foi produzida em K. phaffii e purificada. Para obtencéo
das linhagens contendo multiplas cépias do gene da quimosina foram utilizados vetores
integrativos com o gene CHY M sob o controle do promotor do gene PGK1 e a marca de
selecdo auxotrofica leu2-d. O cassete de expressdo € flanqueado por sequencias de
homologia a trés loci genémicos: PGK1, 5S rDNA e uma sequéncias repetitiva do
cromossomo 3. Clones selecionados de cada construcdo foram analisados quanto ao
numero de copias, estabilidade genética e producdo enzimética em frascos utilizando
meios de cultura distintos. Os clones P33 (integracdo no l6cus PGK1), R5 (integracdo no
I6cus 5S rDNA) e C32 (integracdo em uma sequéncia repetitiva do cromossomo 3)
apresentam 20, 23 e 2 cOpias respectivamente e todos se mostraram instaveis em meio de
cultivo ndo seletivo. O maior valor de atividade enzimatica foi obtido em meio YPD para
clone C32 (183 UAC.mL™). A quimosina recombinante foi purificada por cromatografia
de gel filtracdo e analisada por SDS-PAGE. Foram encontradas duas formas da quimosina
recombinante, uma com massa molecular de ~36 kDa, correspondente a enzima ativa e

uma com massa molecular maior que corresponde a enzima glicosilada.

Palavras-chave: quimosina bovina, Komagataella phaffii, integracdo multipla, leu2-d

Vi



ABSTRACT

Chymosin is an aspartic protease that catalyzes the hydrolysis reaction of k-casein,
causing the milk clotting. This enzyme is widely used in the cheese industry, because its
high specificity and low proteolytic activity, which gives desirable organoleptic
properties and higher yield of cheese production. In this work, the bovine chymosin was
produced in K. phaffii and purified. To obtain the strain containing multi-copy of
chymosin gene integrative vector with CHYM gene under control of PGK1 promoter and
the auxotrophic selection marker leu2-d have been used. The expression cassette is
flanked by homology sequences to three target genomic loci: PGK1, 5S rDNA or a
repetitive sequence of chromosome 3. Select clone of each construction was analyzed for
copy number, genetic stability and the enzymatic production in flask using different
culture media. The clones P33 (integration at the PGK1 locus), C32 (integration at
repetitive sequence of chromosome 3) e R5 (integration at 5S rDNA) showed 20, 23 e 2
copies respectively and were unstable in non-selective culture media. The highest
enzymatic activity was obtained in YPD media by C32 clone (183 UAC.mL™). The
recombinant chymosin was purified by gel filtration chromatography and analyzed by
SDS-PAGE. Two forms of recombinant chymosin were found, one with molecular
weight of ~36 kDa, which corresponds to active enzyme and another with higher
molecular weight which corresponds to active and glycosylated enzyme.

Key-words: bovine chymosin, Komagataella phaffii, multiple integration, leu2-d;
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INTRODUCAO
1. INTRODUCAO

1.1.Quimosina

Quimosinas (EC 3.4.23.4) sdo aspartil proteases encontradas no abomaso de
filhotes de ruminantes. Sua funcdo é aumentar a digestdo de proteinas pelo bezerro,
através da clivagem da « -caseina do leite ingerido. A hidrdlise da x-caseina provoca a
coagulacdo do leite, que se torna pastoso e tem sua velocidade de passagem pelo estbmago
diminuida, favorecendo assim a atuacdo de outras proteases gastricas.

A quimosina bovina é codificada por uma sequéncia de DNA contendo 9 exdns e
8 introns. O gene da quimosina é polimorfico e apresenta duas formas alélicas distintas,
a quimosina A e B. A unica diferenca entre elas € a presenca de um aspartato na posi¢édo
244 na isoforma A e glicina, na mesma posicao, na isoforma B. Essa mudanca resulta em
uma diferenca de carga entre elas e por consequéncia mudancas no ponto isoelétrico. A
quimosina A tem uma maior atividade especifica sobre a x-caseina, contudo também
possui menor estabilidade quando comparada a quimosina B (KUMAR et al., 2010;
ZINOVIEVA; MU, 2002). Na mucosa gastrica a proteina € sintetizada na forma de pré-
pré-quimosina, um polipeptideo de 381 residuos de aminoacidos e 42,1 kDa, no qual os
primeiros 16 aminoacidos do N-terminal constituem uma sequéncia sinal responsavel por
guiar a enzima para a membrana plasmatica, etapa importante para sua secre¢do no limen
gastrico. Apenas 0 zimogénio inativo contendo 365 aminoacidos e 40,8 kDa é secretado
e ao encontrar um ambiente acido sofre autocatalise, perdendo 42 aminoacidos e se
tornando a enzima ativa de 36 kDa. (ATTALLAH, 2007; BARKHOLT PEDERSEN,;
ASBAEK CHRISTENSEN; FOLTMANN, 1979; KATSUHIKO et al., 1982; KUMAR
etal., 2010; NOSEDA et al., 2016)

A quimosina bovina € uma proteina bilobular formada por 9 alfa hélices e 29
folhas beta (Figura 1). E observada a presenca de trés pontes de dissulfeto, Cys*-Cys®,
Cys?%-Cys?10 e Cys?0-Cys?83 sendo Cys?*°-Cys? indispensavel para o dobramento da
pré-quimosina. Os residuos Asp3* e Asp?'®, que constituem o sitio catalitico, estdo
presentes no motivo conservado do grupo das aspartil proteases, Asp-Thr-Gly (YEGIN;
DEKKER, 2013). Os residuos cataliticos sdo orientados de frente para o outro na estrutura
tridimensional, através de uma complexa rede de pontes de hidrogénio, que é formada
pela interacdo dos residuos 31-35 com os residuos 214-218 e um atomo de agua central.
O residuo Asp®* funciona como uma base de Lewis, ou seja, recebe prétons, enquanto
Asp?!® atua como um &cido de Lewis, doando prétons (THERON, 2013).
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A primeira etapa do processo de catalise por quimosina, se da pela ligagcdo de uma
molécula de agua aos dois residuos asparticos através de ligacdes de hidrogénio. Logo
depois, Asp* remove um préton da molécula de dgua e segue o ataque nucleofilico da
molécula de &gua contra o carbono da carbonila da ligacdo peptidica do substrato.
Simultaneamente, Asp?*® doa um préton para o atomo de oxigénio da carbonila do
substrato. Em sequéncia, 0 nitrogénio da ligacdo peptidica do substrato recebe um
hidrogénio de Asp®, enquanto o préton do oxigénio de Asp?® é transferido para o
oxigénio da carbonila do substrato a ser clivado. 1sso promove a quebra da ligagdo C-N,
gerando dois peptideos menores como produto. Como Asp?® se torna negativamente

carregado € possivel que novas reacOes cataliticas acontecam (THERON, 2013).

Figura 1. Estrutura tridimensional da quimosina bovina. Em rosa, folhas B, em azul a-hélices e em
verde, os residuos cataliticos Asp®* e Asp®®. Fonte: MEROPES (https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-
bin/structure?mid=A01.006)

A quimosina é utilizada para fabricacdo de queijo e é obtida tradicionalmente a
partir do estdmago de ruminantes. Neste processo, 0s bezerros séo abatidos e seu abomaso
é retirado, lavado, cortado em tiras e tratado com uma solucdo de cloreto de sodio (12-
20%) para extracao enzimatica. Apés a extracao, a solucdo gerada € filtrada e purificada

por precipitacdo salina. Apesar da constituicdo desta solucdo enzimatica ser rica em

2
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qguimosina (80-90%), esta ndo é pura e normalmente contém em torno de 10-20% de
pepsina (FERNANDES, 2013). Este tipo de abordagem é limitada e relativamente de alto
custo, além de apresentar risco de contaminacdo por patdgenos e esbarrar em questdes
éticas e religiosas, sendo desaprovada pelos consumidores vegetarianos. Por esse motivo,
a quimosina tem sido progressivamente substituida por coagulantes de origem microbiana
e vegetal assim como pela versdo recombinante (YEGIN; DEKKER, 2013).

Muitas enzimas capazes de coagular o leite foram isoladas de microrganismos e
vegetais (tabela 1), a fim de substituir o uso de quimosina animal. Entretanto, por
possuirem baixa especificidade e alta atividade proteolitica, conferem ao queijo um sabor
amargo indesejado e menor produtividade em relacdo ao queijo produzido por coagulacédo
utilizando quimosina. Dessa forma, a utilizagdo de quimosina recombinante é priorizada
em relacdo a enzimas coagulantes de outras fontes, pois essa confere caracteristicas
organolépticas desejaveis e alto rendimento ao queijo, do mesmo modo que a quimosina
nativa (KUMAR et al., 2010; YEGIN; DEKKER, 2013).

Tabela 1. Enzimas de origem microbiana e vegetal utilizadas.

Origem microbiana Referéncia Origem vegetal Referéncias
(espécies) (espécies)
Phanerochaete (DA SILVAetal., 2017) Cynara cardunculus (CORDEIRO; PAIS;
chrysosporium BRODELIUS, 1998)
Mucor spp. (YEGIN et al., 2011) Moringa oleifera  (PONTUAL et al., 2012)
Aspergillus oryzae (SHATA, 2005) Cirsium vulgare (LUFRANO et al., 2012)
Bacillus subtilis (MENG etal., 2018) Bromelia hieromyni ~ (BRUNO et al., 2010)

O primeiro ingrediente de alimento feito através da tecnologia do DNA
recombinante, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), em 1990, foi a
quimosina bovina produzida em Escherichia coli K-12. A versdo recombinante da
quimosina € segura e por isso recebe o status GRAS (Generally Recognized As Safe),
além disso, € pura, diferentemente da extraida da forma tradicional, pois ndo contém
tracos de pepsina (FLAMM, 1991). Desde essa aprovacdo, a quimosina foi produzida
utilizando diferentes plataformas de expressdo, como na planta de tabaco (WEI et al.,
2016), nos fungos filamentosos Aspergillus oryzae e Aspergillus awamori (CARDOZA
et al., 2003; YOON et al., 2013), nas leveduras Komagataella phaffii e Kluyveromyces
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lactis (NOSEDA et al., 2016; O’SULLIVAN; FOX, 1991) e na bactéria Bacillus subtilis
(PARENTE et al., 1991). Foram produzidas também quimosinas provenientes de outros
animais como de camelo (WANG et al., 2015), caprino (TYAGI et al., 2016), bufalo
(VALLEJO et al., 2008) e iaque (LUO et al., 2016).

O leite € uma solucéo coloidal formada por agua, gordura, agucares, sais minerais
e trés grupos proteicos distintos, as proteinas do soro, as proteinas associadas com a fase
lipidica e as caseinas. O maior contetdo de nitrogénio presente no leite provém das
caseinas, que podem ser dividas em a-S1, a-S2, B e k e sdo classificadas como
fosfoproteinas, por possuirem grupamentos fosfato ligados a sua cadeira peptidica. As
caseinas sdo hidrofébicas e essa caracteristica e se agreguem em solucdo aquosa
formando micelas com tamanho médio de 100 nm (figura 2) (KUMAR et al., 2010;
PAYENS, 1982; TYAGI et al., 2016).

O grupamento fosfato, abundante nas caseinas a e 3, ao interagir com ions de
calcio promove a fusdo e precipitagdo das micelas. Por outro lado, a k-caseina possui um
Unico residuo de fosfato e, por isso, é soltvel na presenca de ions de calcio. Esta apresenta
também propriedades anfipéticas, a porcdo N-terminal é hidrofdbica e interage com as
demais caseinas enquanto a por¢do C-terminal é hidrofilica. Estas peculiaridades, permite
a estabilizacdo do sistema coloidal, pelo isolamento por repulsao eletrostatica das micelas
individuais, prevenindo a coagulacdo espontanea do leite (AGEITOS et al., 2006;
FREITAS et al., 2017).
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Fosfato de calcio I Ca;(PO,),

Q<

oa -Cn 0
.pBCn =)

oK_ Gh Submicela (10 nm)

Micela (100 nm)

Figura 2. Micelas de caseinas. Representacdo da constituicdo de micela e submicela de caseina.

O papel da quimosina é de interromper o isolamento eletrostatico, permitindo a
fusdo e precipitagdo das micelas através da clivagem da k-caseina. A quimosina
reconhece os residuos His® e Lys!!! e cliva a ligacio peptidica entre os residuos Phe® e
Met!% da «-caseina bovina, liberando duas cadeias peptidicas, uma soltvel denominada
macropeptideo que passa a compor o soro do leite e uma segunda cadeia insolGvel,
chamada para- k-caseina, que permanece nas micelas de caseinas, mas se torna sensivel
aos ions de célcio (FOLTMANN, 1992; FOX; MCSWEENEY, 1997; MELLANBY,
1912; VREEMAN et al., 1986). A precipitacdo das caseinas origina grandes coagulos que
sdo usados como matéria prima na producédo do queijo.

A producdo de queijo € um processo biotecnolégico muito antigo, datando de
6.000 AC, embora sO tenha sido bem estabelecida durante o império romano (FOX;
MCSWEENEY, 1997). No Brasil, o primeiro registro de fabricacdo de queijo data de
1581 e ocorreu na vila de Sdo Salvador, Bahia de Todos os Santos (DINIZ, 2013).
Atualmente, a producdo de queijos no Brasil é regulamentada pelo Ministério da
Agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA). A legislacdo brasileira define queijo
como: “O produto fresco ou maturado que se obtém por separacédo parcial do soro do leite
ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soro lacteos,

coagulados pela agéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas,

5



INTRODUCAO

de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar,
com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes”
(BRASIL, 1996).

Os diferentes tipos de queijos existentes podem ser separados em trés
superfamilias, com base no método de coagulacédo utilizado, sendo eles a coagulacao
enzimatica, que corresponde a aproximadamente 75% dos queijos produzidos, a
coagulagdo &cida ou latica e a coagulacdo pela combinacdo de aquecimento e adicdo de
um &cido ou um sal. Os queijos produzidos pela coagulacdo &cida e por coagulacdo
térmica sdo, normalmente, consumidos frescos, enquanto os queijos produzidos por
coagulacdo enzimatica sdo em sua maioria maturados ou curados (PAULA;
CARVALHO; FURTADO, 2009).

A ABIQ (Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo), estima que dos 34
bilhdes de litros de leite inspecionados produzidos no Brasil em 2015, cerca de 11 bilhdes
de litros foram manufaturados em queijo, totalizando 1.105.431 toneladas do produto
(tabela 2). Em 2010, a producdo de queijo era estimada em 750.000 toneladas, o0 que
representa um aumento de 47% na produg@o em cinco anos.

O consumo de queijo pela populacéo brasileira ainda é baixo em relagdo a outros
paises, segundo a ABIQ o consumo médio per capita de queijos era de 5,1 kg ao ano em
2013 no Brasil contra 11,5 kg na Argentina e 25 kg na Italia e Franga. Contudo,
estimativas mostram que o consumo brasileiro tende a crescer, podendo chegar ao

patamar de 11 kg por habitante em 2030 (figura 3).

Tabela 2. Producdo, importacéo e exportacdo de queijo pelo Brasil no ano de 2015.

Producdo (t) Importacdes (t) Exportacdes (t) Total (t)

Producéo nacional 1.105.431 21.550 2.522 1.124.459
Grandes Commodities® 750.215 11.787 747 761.255
Commodities intermediarias®  285.104 7.053 1.223 290.934
Queijos Especiais® 70.112 2.710 552 72.270

Fonte: ABIQ e Revista Balde Branco.

! - Queijo mugarela, prato e requeijdo culinario.

2 - Queijo fundido, processado, fresco, minas padrao, coalho e parmesdo ralado.

3 - Queijos com mofo brancos e azuis, amarelos especiais, suigos, duros e semiduros e queijos de massa
fiada.
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Figura 3. Consumo de queijo per capita no Brasil. Consumo de queijo em kg pela populacéo brasileira
entre os anos de 2005 e 2013 e uma estimativa de consumo para o ano de 2030 feita pela ABIQ.

1.2. A levedura Komagataella phaffii

K. phaffii € uma levedura isolada pela primeira vez em 1920 de uma castanheira
na Franca por Alexandre Guilliermond, e classificada na ocasido como
Zymosaccharomyces pastori. Mais tarde, em 1956 uma nova cepa desta levedura foi
isolada de um carvalho negro na Califérnia, Estados Unidos, por Herman Phaff, e
classificada como Pichia pastoris. Em 1995 P. pastoris foi reclassificada e passou a
pertencer ao novo género Komagataella. Apos novos estudos filogenéticos, em 2005, o
género Komagataella foi dividido em duas espécies, K. pastoris, que inclui o isolado
francés e cepas como a CBS 704 e K. phaffii que inclui o isolado americano e cepas como
a GS115 e a X33. (GUILLIERMOND, 1920; KURTZMAN, 2005; PHAFF; KNAPP,
1956; YAMADA et al., 1995; ZAHRL et al., 2017)

K. phaffii € uma plataforma de expressdo heter6loga amplamente utilizada,
especialmente, para proteinas eucarioticas. Uma das suas vantagens é a capacidade de
atingir alta densidade celular em fermentadores, 100 g.L™ de biomassa celular, usando
meios de cultivo simples (CREGG; VEDVICK; RASCHKE, 1993). Outra vantagem seu
sistema de secrecdo eficiente e a baixa secrecdo de proteinas enddgenas, o que facilita a
purificacdo de proteinas heterologas secretadas (ROMANOS, 1995). Além disso, K
phaffii apresenta facil manipulacdo genética, pois utiliza ferramentas moleculares
equivalentes as desenvolvidas para Saccharomyces cerevisiae, e possui a capacidade de
fazer modificacGes pos traducionais tipicas de eucariotos (CEREGHINO; CREGG, 2000;
MACAULEY-PATRICK et al., 2005).
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K. phaffii € uma levedura metilotréfica, ou seja, € capaz de crescer utilizando
metanol como Unica fonte de carbono. Essa caracteristica levou a Companhia Phillips
Petroleum a utiliza-la como single-cell protein (SCP) para alimentacao animal. Contudo,
devido a crise do petrdleo de 1970, o pre¢o do metanol obtido a partir do gas natural
metano aumentou, tornando inviavel economicamente a utilizacdo de K. phaffii como
SCP. Em 1980, a Phillips Petroleum iniciou uma parceria com o Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates, INC (SIBIA) com o objetivo de desenvolver
linhagens de K. phaffii voltadas para expressdo de proteinas heterélogas. SIBIA construiu
vetores e linhagens, assim como estabeleceu protocolos para manipulacdo genética em K.
phaffii. Seu sistema de expressdo era focado na utilizacdo de metanol como fonte de
carbono, por essa razdo seus vetores continham o promotor dos genes AOX1 ou AOX2
controlando os genes de interesse (DAMASCENO; HUANG; BATT, 2012; JUTURU;
WU, 2017; MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

O promotor AOX1 (Paox1) € um promotor forte e altamente regulado que controla
a expressao da enzima alcool oxidase 1, que participa da primeira etapa da via de
metabolizacdo do metanol, oxidando o metanol em formaldeido e perdxido de hidrogénio.
O mRNA de AOX1 constitui aproximadamente 5% do mRNA total celular, quando a
celula é crescida em metanol, mas é indetectdvel em outras fontes de carbono
(CEREGHINO; CREGG, 2000; CREGG; HIGGINS, 1995). A regulacdo do Paoxi
apresenta dois mecanismos: a repressao da transcricdo na presenca de glicose e a inducéo
da transcricdo na presenca de metanol, sendo que a auséncia de glicose ndo € suficiente
para ativacdo do promotor (TSCHOPP et al., 1987). Apesar da utilizacdo do Paox1 ser
eficiente e a literatura reportar um substancial nimero de proteinas heterélogas que foram
expressas utilizando esse sistema, como amilase murina, lipase e a interleucina 3 humana
(DAGAR et al., 2016; KATO et al., 2001; YU et al., 2007), o uso do metanol é um fator
limitante para producdes em larga escala. O metanol é um alcool toxico para humanos,
inflamavel e volétil, isso demanda instalagdo de itens de seguranga no ambiente de
producdo e de estocagem do reagente, que sao onerosos. O cambio entre duas fontes de
carbono, o glicerol para formacdo de biomassa e 0 metanol para inducdo, aumenta a
complexidade do processo fermentativo e exige a utilizacdo de sondas online. E devido a
sua toxidade, o uso do metanol ndo é permitido para industria farmacéutica e alimenticia.
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Por essas razdes, 0 promotor Paox: esta sendo

substituido, em alguns casos, por promotores constitutivos como GAP, TEF1 e PGK1.
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A gliceraldeido-3-fostato desidrogenase (GAP) é a enzima da glicolise
responsavel pela catalise da reacdo reversivel de oxidacéo e fosforilagdo da molécula de
glicerol-3-fosfato dando origem a 1,3 bifosfoglicerato. O gene GAP em K. phaffii possui
uma ORF de 999 pares de bases que codificava uma proteina de 333 aminoacidos com
peso molecular de aproximadamente 35,4 kDa. GAP € constitutivamente expresso e seu
promotor é considerado forte, contudo foi observado que o nivel de expressao varia de
acordo com a fonte de carbono em que a levedura € crescida. O cultivo em glicose
apresenta o maior nivel de mRNA do GAP, enquanto que o cultivo em glicerol e metanol
possuem 66% e 33% desta expresséo, respectivamente. (WATERHAM et al., 1997).

O fator de alongamento da traducdo 1-a (TEF1-a) é responsavel pelo transporte
correto dos aminoacil-tRNAs para o ribossomo, sendo uma das mais abundantes proteinas
soluveis presentes nas células eucaridticas. O gene TEF1 em K. phaffii possui uma ORF
de 1380 pares de bases que codifica para um polipeptidio de 459 aminoacidos com peso
molecular de 50,1 kDa. O gene TEF1 é expresso constitutivamente e seu promotor
também é considerado forte, principalmente quando a levedura é crescida em meio com
alta concentracao de glicose ou em condicgdes de carbono limitante (AHN et al., 2007).

A 3-fosfoglicerato quinase é uma enzima da via glicolitica que catalisa a reacdo
de transferéncia de um grupo fosfato para uma molécula de ADP, produzindo 3-
fosfoglicerato e ATP. O gene PGK1 de K. phaffii possui uma ORF de 1251 pb que
codifica para uma proteina de 416 aminodcidos. A enzima Pgkl é expressa
constitutivamente, podendo representa até 5% das proteinas totais da célula, por isso seu
promotor é considerado forte. Foi observado que o nivel de mRNA de um gene reporter
sob o controle do promotor Ppgk1 foi duas vezes maior quando K. phaffii foi cultivada em
glicose, em comparagéo a glicerol. (DE ALMEIDA; DE MORAES; TORRES, 2005). O
promotor Ppgk1 foi utilizado com sucesso para expressdo de diversas proteinas, como a
a-amilase, a glicoamilase, a quimosina bovina, a quimosina de camelo e a proinsulina
(ANASTACIO, 2014; ARAUJO, 2008; ASSUNCAO, 2015; SANTIAGO, 2016).

Embora o promotor utilizado tenha grande influéncia sobre a eficiéncia da
expressdo de um gene, outros fatores genéticos e fisiologicos sdo determinantes na
produtividade de uma proteina heteréloga. Potenciais gargalos na expressdo de proteinas
heterélogas incluem o numero de cdpias do gene de interesse, 0 correto processamento,
dobramento e secrecdo da proteina e a escolha adequada da marca de selecdo
(DAMASCENO; HUANG; BATT, 2012)
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Em levedura, a passagem das proteinas heterélogas pela via secretoria permite que
mudancas pés traducionais ocorram, como a maturacao proteolitica, a glicosilacéo e a
formacdo de pontes de dissulfeto (DAMASCENO; HUANG; BATT, 2012;
MONTESINO et al., 1998). A N-glicosilacdo em levedura ocorre na sequéncia consenso
Asn-Xaa-Thr/Ser e o oligossacarideo adicionado €é originado a partir do
GI3Man9GIcNAc2 (BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999). Estudos com invertase de
S. cerevisiae secretada por K. phaffii mostrou que os oligossacarideos adicionados a essa
proteina continham oito ou nove residuos de manose (Man8-9GIcNAc2). Ja a invertase
secretada pelo organismo nativo possui uma maior cadeia de oligossacarideos, contendo
150 residuos de manose (Man150GIcNAc2) (MONTESINO et al., 1998). O padrdo de
glicosilacdo de K. phaffii € mais proximo ao encontrado em proteinas de mamiferos e,
portanto, menos imunogénico que o padrdo encontrado em S. cerevisiae. Em adicdo, a
hiperglicosilacdo em S. cerevisiae pode levar ao mal dobramento proteico e ao acimulo
das proteinas heterologas no reticulo endoplasmatico (VIEIRA GOMES et al., 2018). Em
contrapartida a glicosilacéo de proteinas secretadas pode aumentar a solubilidade e evitar
a agregacdo de proteinas na via secretoria. O efeito da glicosilacdo na eficiéncia de
secre¢do e na atividade é diferente para cada proteina, devendo ser feito um estudo de
cada caso individualmente (YEGIN; DEKKER, 2013).

Outro fator importante na producdo de proteinas heterélogas em K. phaffii é o
namero de copias do gene de interesse na célula hospedeira. Um alto nimero de copias
pode levar ao aumento do nivel de mRNA e em muitos casos isto leva ao aumento da
expressao, sobretudo, para proteinas intracelulares (PIVA et al., 2017). Uma estratégia
utilizada para obter clones de K. phaffii contendo multiplas copias do gene de interesse é
0 uso de marcas auxotréficas defectivas. Essas marcas utilizam genes de vias
biossintéticas sob o controle de um promotor truncado. Isto resulta na baixa transcricao
do gene e pode levar ao aumento do nimero de copias integrado como forma de
compensacao, permitindo que a célula cresgca em meio minimo (KAZEMI SERESHT et
al., 2013).

N4o h& producéo nacional de quimosina recombinante, desta forma, os laticinios
brasileiros sdo dependentes da utilizagdo de quimosina de fonte animal, do uso de
proteases microbianas e vegetais ou da importacdo da quimosina recombinante, o que
torna a producdo mais onerosa. Considerando a importancia econdémica da industria do

queijo para 0 pais, € interessante a construgdo de uma cepa produtora de quimosina,
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utilizando como plataforma de expressdo um microrganismo seguro e facilmente
escalonavel como K. phaffii.

Previamente em nosso laboratdrio foi desenvolvido uma linhagem de K. phaffii
que produz quimosina bovina sobre o controle do Ppck1i (ARAUJO, 2008). O presente
trabalho representa uma iniciativa para investigar se poderia haver um aumento da
producdo de quimosina utilizando a estratégia de obtencdo de clones multicopia
desenvolvida por nosso grupo (BETANCUR, 2017) e que utiliza vetores com marca
auxotrofica defectiva.

11
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Desenvolvimento de uma linhagem de K. phaffii contendo multiplas copias do

gene CHYM.

2.2.0Dbjetivos especificos

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)
9)

Construcgéo do vetor de expressdo PGK_CHYM contendo o gene codificador da
guimosina bovina sob o controle do promotor Ppgk1 assim como a marca de
selecdo leu2-d.

Obtencéo da linhagem de K. phaffii com a construcdo do item 1.

Obtencédo das linhagens com os vetores pBS5SId-CHYM e pBSCh3Ild-CHYM
para integracdo multipla no rDNA e cromossomo 3, respectivamente.

Selecdo dos melhores produtores através do teste de coagulacéo do leite.

Anéalise o numero de copias do gene codificador integrado nas linhagens
selecionadas.

Anédlise estabilidade genética das linhagens selecionadas.

Comparacao da producdo enzimatica nos cultivos em frasco utilizando diferentes
meios de cultivo.

Purificacdo a quimosina bovina recombinante.

Caracterizacdo enzimética.

12
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3. ESTRATEGIA

Vetores de expressao

'

!

Utilizacao dos vetores
pBS5S1d-CHYM e
pBSCh3ld-CHYM

Construgao do vetor
PGK_CHYM

'

K. phaffii

Transformagao da linhagem M12 de

'

Selecdo dos transformantes

)

Avaliagdo do numero de copias
integrada e estabilidade genética

'

Cultivo em frasco

I

Escolha da melhor construg¢ao

'

Otimizagao dos parametros de cultivo

'

Purifica¢ao

'

Caracterizacdo enzimatica

Figura 4. Esquema da estratégia utilizada para o desenvolvimento do projeto. Em azul, etapas de
construcéo de vetores e confirmagdo de construcdo. Em lilas, etapas de selecdo de linhagem e producéo

enzimatica. Em amarelo, etapas de caracterizagdo enzimatica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.Materiais

4.1.1.Linhagens de microrganismos
Escherichia coli XL10-Gold (Stratagene)

Komagataella phaffi M12 (Ocampo, 2014)

4.1.2. Meios de cultura

BMGY (Buffered Glycerol- Complex Medium)

Extrato de levedura

Peptona

Fosfato de potassio

YNB com sulfato de aménio
Biotina

Glicerol

LB (Luria-Bertani)
Peptona

Cloreto de Sadio
Extrato de levedura

Para LB solido adicionar agar 1,5% (p/v)

Ajustas para pH 7,0

MD (Minimal Dextrose)
YNB
Glicose

Biotina

Para MM solido adicionar agar 1,5% (p/v)

1% (p/v)

2% (p/v)

100 mM
1,34% (p/v)
4x10°% (p/v)
1% (v/Iv)

1% (p/v)
1% (p/v)
0,5% (p/v)

1,34% (p/v)
1% (phv)
4 x10°% (p/v)

Adicionar de leucina 0,08% (p/v) para crescimento da linhagem M12

BMD (Buffered Minimal Dextrose)
Tampao fosfato de potassio
YNB

100 mM pH 6,0
1,34% (p/v)
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Biotina

Glicose

BMGY (Buffered Minimal Glycerol)
Peptona

Extrato de levedura

Tampéo fosfato de potassio

YNB

Biotina

Glicerol

Meio UAB (Adaptado)

Base

Acido citrico

Cloreto de célcio 2-H,0

Fosfato de am6nio monobasico
Sulfato de magnésio 7-H.O

Cloreto de potassio

Glicerol

Ajusta para pH 5,4

Adicionar 4,5 mL de elementos tracos

Adicionar 2 mL Biotina

Elementos tracos
Sulfato de cobre 5.H,0
lodeto de sodio

Sulfato de manganés
Molibdato de sodio
Acido bérico

Cloreto de cobalto
Sulfato de zinco
Cloreto de manganés
Sulfato de Ferro 7-H.O

4 x 10°% (p/v)
2% (p/v)

2% (p/v)

1% (p/v)

100 mM pH 6,0
1,34% (p/v)

4 x10°% (p/v)
1% (v/iv)

0,18 % (p/v)

2 x10°% (p/v)
1,446 % (p/v)
0,05% (p/v)
0,09% (p/v)
2% (vIv)

4x10%%

0,6% (p/v)

8 x 10%% (p/v)
0,52% (p/v)
0.017% (p/v)
2 x10°% (p/v)
0.05% (p/v)
4.212 % (p/v)
2,89% (p/v)
6.5% (p/v)
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Acido sulfrico

YPD (Yeast Peptone Dextrose)
Extrato de levedura

Peptona

Glicose

Para YPD sdlido adicionar agar 2% (p/v)

4.1.3. Solucgdes para DNA

TE
Tris-HCI
EDTA

Solucéo Il
Hidréxido de sodio
SDS

Preparar no momento do uso.

Solucéo 11
Acetato de sédio

Ajustar o pH para 4,8 com acido acético glacial

Clorofane
Cloroférmio

Fenol equilibrado

Clorofil
Cloroférmio

Alcool isoamilico

Tampado Tris-acetato EDTA (TAE) 50X
Tris-Acetato

5mL.L?

1% (p/v)
2% (p/v)
2% (p/v)

10 mM pH 8,0
1 mMpHS8,0

0,2M
1% (p/v)

SM

1V
1V

24V
1V

2MpH8,0
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EDTA

Tampéao de amostra DNA
TAE 20X

Glicerol

Azul de bromofenol

4.1.4. Solugdes para proteina

Solucdo leite desnatado

Leite em p6 desnatado (Molico- Nestlé)

Cloreto de calcio

Tampao fosfato de potassio

Tampaéo Tris-Glicina 5X
Trizma base

Glicina

SDS

Tampao de amostra proteina 2X
Tris-HCI

SDS

B-Mercaptoetanol

Glicerol

Coomassie brilliant G-250

Solucéo corante Coomassie Blue
Coomassie brilliant G-250
Metanol

Acido acético glacial

Solucéo descorante

Metanol

0,05 M pH 8,0

50% (v/v)
30% (v/v)
0,25% (p/v)

12% (p/v)
20 mM
25 mM pH 6,0

125 mM
0,96M
0,1% (p/v)

200 mM pH 6,8
4% (p/v)
4%(vIv)

20% (v/v)
0,1% (p/v)

0,25% (p/v)
30% (v/v)
7% (vIv)

30% (v/v)
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Acido acético glacial 7% (VIV)

4.15. Kits comerciais

Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega)
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)
NEBuilder® HiFi DNA Assembly (New England BioLabs)
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD)

Reagents for measurement of glucose concentration (BioSystems)

4.1.6. Marcadores moleculares

O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, (Thermo Fisher Scientific)
1kb plus DNA ladder, (Thermo Fisher Scientific)

2-log DNA ladder, (New England Biolabs)

Pierce™ Unstained Protein MW Marker, (Thermo Fisher Scientific)

4.1.7. Enzimas

Para PCR foi utilizada a enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Thermo Fisher Scientific).
Todas as enzimas de restricdo foram adquiridas na New England Biolabs (tabela 3).

Tabela 3. Enzimas de restri¢éo utilizadas.

Enzima Sitio de clivagem Tampéao

BamHI G"GATC_C NEBuffer 3.1
Bglll ANGATC. T NEBuffer 3.1

Hindlll ANAGCT_T NEBuffer 2.1
Notl GCNGGCC_GC NEBuffer 3.1
Pmel GTTT_"AAAC NEBuffer CutSmart
Pwvul CG_ATACG NEBuffer 3.1
Sacll CG_GCrGC NEBuffer CutSmart
Xhol C TCGA G NEBuffer 3.1
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4.1.8. Vetores

Os vetores utilizados neste trabalho estéo listados e suas caracteristicas e origens

descritas na tabela 4.

Tabela 4. Vetores utilizados.

Vetor

Descricédo

pPPGK_CYM

pBS5SId_CHYM

pBSCh3ld_CHYM

pKGFP-Id

pPIC9

Vetor construidos neste trabalho para expressdo da
quimosina bovina. O gene CHYM esta sob o controle do

promotor Ppek1. A marca de selecdo auxotréfica leu2-d.

Vetor construido no laboratério de biotecnologia de
levedura para expressdao de CHYM. O gene esta sob o
controle do promotor Pecki. A marca de sele¢éo
auxotréfica leu2-d. O cassete de expressdo esta
flanqueado por uma sequéncia com homologia ao uma

regido do DNA ribossomal 5S.

Vetor construido no laboratério de biotecnologia de
levedura para expressdo da quimosina bovina. O gene
estd sob o controle do promotor Ppcki. A marca de
selecdo auxotréfica leu2-d. O cassete de expressdo esta
flanqueado por uma sequéncia com homologia ao uma

regido repetitiva presente no cromossomo 3.

Vetor construido no laboratério de biotecnologia de
levedura para expressao do gene eGFP. O gene esta sobre
o controle do promotor Ppcki. A marca de selecéo

auxotrofica leu2-d

Vetor comercial de expressdo contento o gene HIS4

(Thermo Fisher Scientific)
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4.1.9. Oligonucleotideos iniciadores

Todos os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados quimicamente e estdo

descritos na tabela 5. Em negrito estdo marcados os sitios de restricdo

Tabela 5. Oligonucleotideos iniciadores utilizado.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ — 3°) Sitios de
iniciador restricao
CHYMS5’ CAATTGATTACGAAAGGATCCATGAGATTCC BamHlI

CATCTATCTTCAC
CHYM3’ TGATGATGGTCGACGCGGCCGCTTAGATAG Notl
CCTTAGCCAAACCA
qCHYM5’ TTGCTTGTGAGGGTGGTTGT
qCHYM3’ AGCACCGATAGCTTGTTGGA
gHIS5’ GTGTATCCTGGCTTGGCATCT
qHIS3’ GCCAAGTACGGTGTGACGTT
4.2.Métodos

4.2.1. Construcdo dos vetores de expressao

O gene sintético da quimosina bovina (Aradjo, 2008) foi amplificado do vetor
pBS5SId-CHYM utilizando os oligonucleotideo iniciadores CHYM5’ ¢ CHYM3’. O
produto da PCR foi clonado por recombina¢do homologa no vetor pKGFP-Id usando o
sistema NEBuilder, seguindo as instrucdes do fabricante, dando origem ao vetor
pPGK_CHYM.

4.2.2. Preparacdo de DNA plasmidial (miniprep)

As colonias de interesse foram cultivadas em 5 mL de LB, contendo canamicina,
na concentragdo de 50 pg.mL™?, durante a noite, a 37 °C e rotagdo de 200 rpm. Apds esse
periodo 3 mL da cultura foram coletados e centrifugados a 3.000 g por 2 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 200
uL de TE e incubadas por 5 minutos. Posteriormente 360 pL da solucdo Il foram

adicionadas ao sistema e incubo por 5 minutos. Foram adicionados entdo, 300 pL da
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solucdo Il ao sistema, este foi incubodo por 5 minutos, e centrifugado a 10.000 g por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Eppendorf contendo
10 pL de RNase A 10 mg.mL™ e incubado por 30 minutos a 37 °C. Foram adicionados
300 pL de clorofane a essa mistura e agitado com vortex por 1 minuto e centrifugar a
5.000 g por 5 minuto. A fase aquosa foi transferida para outro Eppendorf, e 300 pL de
clorofil foram adicionados, o sistema foi agitado com vortex por 1 minuto e centrifugado
a5.000 g por 5 minutos. Foram adicionados 2 volumes de etanol 100% gelado, incubado
por 1 hora no gelo e centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartando. O pellet foi lavado com 300 pL de etanol 70% gelado e centrifugado a
12.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco ressuspenso

em 100 pL de agua milliQ.

4.2.3. Eluicdo de banda de DNA

Os fragmentos de DNA foram eluidos do gel de agarose com o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, EUA) seguindo as orientacdes especificadas pelo

fabricante.

4.2.4. Precipitacdo de DNA

Adicionar 10 pL de acetato de sddio 3 M a 90 puL de DNA, adicionar 2,5 volumes
de etanol 100% e incubar a -20 °C durante a noite. Apos esse tempo centrifugar a 10.000
g por 10 minutos a 4 °C, descartar o sobrenadante e lavar duas vezes com etanol 70%,

centrifugar a 10.000 g por 2 minutos e ressuspender em 10 pL de dgua milliQ.

4.2.5. Transformacéo de Levedura

A levedura foi cultivada em 5 mL de YPD em frasco tipo Erlenmeyer de 125 mL
por 15 horas. Em seguida 500 pL da cultura foram transferidos para outro Erlenmeyer de
125 mL com 5 mL de YPD. Foi inoculada em fraco tipo Erlenmeyer de 1.000 mL com
100 mL de YPD quantidade de célula necessaria para atingir uma OD600entre 1,3 e 1,5.
As células foram coletadas por centrifugacdo e ressuspendidas com 100 mL de &gua
gelada esteéril. As células foram coletadas por centrifugacdo e novamente e ressuspendidas
em 50 mL de 4gua gelada esteéril, esse passo foi repetido duas vezes. As células coletadas
por centrifugacdo foram ressuspensas em 4 mL de sorbitol 1 M gelado estéril,
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centrifugadas novamente e ressuspensas em 300 pL sorbitol 1 M gelado estéril. Foram
misturados 80 pL de células competentes a 5 pug ou 10 pg de DNA linearizado. Essa
mistura foi transferida para cubeta de eletroporacéo e incubada no gelo por 5 minutos. A
eletroporagéo ocorreu sob as seguintes condigdes: 1.500 V, 400 Q e 25 pF. Imediatamente
adicionou-se 1 mL de sorbitol 1 M gelado estéril. As células submetidas a eletroporacéo
foram plaqueadas em meio MD. As centrifugacdes foram feitas a 1.500 g por 5 minutos
ad°C

4.2.6. Triagem dos transformantes em placas tipo Deep Well

Os transformantes foram cultivados em placa do tipo deep well de 96 pocos
contendo 1 mL de meio MD por 72 horas a 28 °C e 200 rpm. A cultura foi centrifugada a

2.000 g por 5 minutos e o sobrenadante usado para teste de coagulacdo (item 4.2.11).

4.2.7. Triagem dos transformantes em frasco.

Para selecionar o melhor clone de cada construcdo, os clones que tiveram maior
atividade enzimatica em placas deep well foram crescidos em frasco.

Para isso uma coldnia recéem recuperada do freezer -80 °C em placa MD foi
transferida para um frasco tipo Erlenmeyer de 125 mL com 10 mL de meio MD e crescida
por 48 horas a 28 °C e agitacdo de 200 rpm. Esta cultura foi utilizada para fazer um inéculo
em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL com 25 mL de BMGY nas condic@es anteriores. O

experimento foi feito em duplicata.

4.2.8. Determinacdo do numero de cdpias integradas

Uma colénia recém recuperada do freezer -80° em placa contendo meio MD foi
transferida para frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL com 25 mL de meio MD e crescida
por 48 horas a 28 °C e agitacdo de 200 rpm. Apoés esse periodo foram usados 12 ml do
cultivo para extracdo do DNA genémico usando Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega). Este DNA foi utilizado como DNA molde para qPCR.
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4.2.9. Estabilidade genética

O restante da cultura utilizado para avaliagdo do nimero de copias foi utilizado
como pré-indculo em uma cultura feita em Erlenmeyer de 250 mL com 40 mL de meio
YPD e crescido por 24 horas a 28° e agitacdo de 200 rpm. Apds esse periodo 400 pL da
cultura foram transferidos para um novo Erlenmeyer de 250 mL com 40 mL de meio
YPD, esse processo foi repetido por 7 dias totalizando 84 geragdes. O DNA gendémico foi
extraido utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Este DNA foi

usado como molde para gPCR.

4.2.10. Real Time PCR

Para realizacao da qPCR foi utilizado o reagente iTaq™ Universal SYBR® Green
supermix da Bio-Rad e o Rotor-Gene Q da Quiagen seguindo as instrucGes dos
fabricantes. Os DNAs gendmicos extraidos para avaliar nimero de copias (12 geracdo) e
estabilidade genética (842 geracdo) foram utilizados como DNA molde. O gene HIS4 foi
usado como controle enddgeno (housekeeeping gene) para normalizar a quantidade de
DNA aplicado em cada reacdo, pois este gene possui uma unica copia no genoma de K.
phaffii.

As curvas padrdes de concentragdo de DNA foram feitas com os plasmideos
pPGK_CHYM e pPIC9 para quantificacdo do gene CHYM e do gene HIS4,
respectivamente. Os plasmideos foram diluidos para concentracdo de 108 moléculas por
UL e posteriormente para as concentragdes de 107, 108, 10° e 10* moléculas por pL. O
threshold foi escolhido manualmente seguindo a recomendagéo do fabricante.

4.2.11. Teste de coagulacio (ARAUJO, 2008)

Para mensurar a atividade enzimatica, 100 uL da amostra foram adicionadas a 400
pL da solugdo de leite desnatado (item 4.1.4) pré-aquecidos a 37 °C. O sistema foi
incubado na mesma temperatura até a formacdo de coagulos. Quando o tempo de
coagulacao foi inferior a 90 segundos a amostra foi diluida em tampéo fosfato de potassio
25 mM pH 6,0 e as unidades de atividade enziméatica de coagulacdo encontradas
multiplicadas pelo fator de diluicdo. A unidade de atividade de coagulacdo corresponde

a quantidade de enzima necessaria para coagular os 400 pL da solucdo de leite em 5
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minutos. A unidade de atividade enzimatica de coagulacdo (UAC) pode ser calculada

utilizando a férmula abaixo:

(Solu(;éo de leite (uL)) ( 5 )
k
Sobrenadante (pL) t(minutos)

4.2.12. Producgéo de quimosina em frasco em meio YPD

Uma coldnia isolada em meio MD recém recuperada do freezer -80 °C foi
transferida para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de YPD e crescida por 48
horas a 28 °C e 200 rpm. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 3.000 g por 5
minutos e o pellet lavado com &gua destilada estéril nas mesmas condicdes de
centrifugacdo. As celulas lavadas foram usadas para inoculo em Erlenmeyer de 1.000 mL
com 100 mL de YPD crescidas nas condigdes anteriores por 44 horas. Durante as coletas
foi realizado teste de glicose com kit da BioSystems e quando ocorreu esgotamento da

glicose foi feita alimentacdo com 2% de glicose. O experimento foi feito em triplicata.

4.2.13. Producgéo de quimosina em frasco em meio BMGY

Uma coldnia isolada em meio MD recém recuperada do freezer -80°C foi
transferida para um Erlenmeyer de 250 mL contento 30 mL de BMGY e crescida por 72
horas a 28°C e 200 rpm. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 3.000 g por 5
minutos, as células ressuspendidas em meio BMGY e usadas para inoculo em Erlenmeyer
de 1.000 mL com 100 mL de BMGY e crescidos nas condicdes anteriores por 65 horas.

O experimento foi feito em triplicata.

4.2.14. Producéo de quimosina em frasco em meio UAB

Uma coldnia isolada em meio MD recém recuperada do freezer -80°C foi
transferida para um tubo de fundo conico de 50 mL com 5 mL de UAB e crescida durante
a noite a 28 °C e 200 rpm. Posteriormente os 5 mL de cultura foram transferidos para um
Erlenmeyer de 250 mL contendo 20 mL de UAB e crescido por 48 horas a 28 °C e 200
rpm. O cultivo foi centrifugado a 3.000 g por 5 minutos 4 °C e as células ressuspendidas
em UAB e usado para o inoculo em Erlenmeyer de 1.000 mL com 100 mL de UAB

crescidas nas condigOes anteriores por 65 horas. O experimento foi feito em triplicata.
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4.2.15. Producdo de quimosina em frasco em meio BMD

Uma col6nia isolada recém recuperada do freezer -80°C foi transferida para um
tubo de fundo conico de 50 mL com 5 mL de meio BMD e crescida durante 48 horas a
28°C e 200 rpm. Posteriormente 1,5 mL do cultivo foi transferido para um Erlenmeyer de
250 mL contendo 30 mL de meio BMD e crescido por 96 horas a 28°C e 200 rpm. O
cultivo foi centrifugado a 3.000 g por 5 minutos a 4 °C e as células ressuspendidas em
BMD e usado para o inoculo em Erlenmeyer de 1.000 mL com 100 mL de BMD crescidas

nas condi¢des anteriores por 91 horas. O experimento foi feito em triplicata.

4.2.16. Precipitacdo de proteina com TCA

Uma solucdo de TCA 100% foi adicionada as amostras proteicas na proporcao de
1:4. O sistema foi incubado a -20 °C durante a noite. Apos esse periodo foi centrifugado
a 14.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas
vezes com acetona 100% nas mesmas condigdes de centrifugagdo, porém por 10 minutos.
O pellet seco foi ressuspendido em tampdo de amostra de proteina 1X e utilizado para
anélise em SDS-PAGE.

4.2.17. SDS-PAGE

Para analise por eletroforese das amostras precipitadas com TCA 100% foi feito
um gel de poliacrilamida com a malha de 12%. Os reagentes utilizados para gel

concentrador e para o gel separador estdo dispostos na tabela 6.

Tabela 6. Reagentes utilizados para SDS-PAGE 12%

Gel concentrador 5%  Gel separador 12%

Acrilamida 30% 0,33 mL 2mL
Tampao Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) - 1,3mL
Tampao Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) 0,25 mL -

H20 14 mL 1,6 mL
SDS 10% 20 puL 50 uL
APS 10% 20 puL 50 uL
TEMED 2 uL 2 pL
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4.2.18. Purificacdo por Cromatografia de Gel Filtracéo

A linhagem C32 foi cultivada por 38 horas em frasco tipo Erlenmeyer de 1.000
mL contendo 150 mL de meio YPD a 28 °C e agitacdo de 200 rpm em triplicata. Os
sobrenadantes desses cultivos foram concentrados 30 vezes através do sistema Amicon
com membrana de nitrocelulose com cut-off de 10 kDa e posteriormente concentrados 60
vezes com 0 Amicon Ultra-0,5 mL de 3K da Millipore. Foi aplicado 1 mL desta amostra
na coluna Hiload 16/600 superdex 200 pg (GE Healthcare), sistema Akta Pure (GE
Healthcare) previamente equilibrada com tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0). A
eluicéo foi realizada com fluxo constante de 0,8 mL por minuto do mesmo tampdao. Foram
coletadas fracdes de 2 mL. As fragdes que possuiam atividade enzimatica foram reunidas

e concentradas.

4.2.19. Concentracdao das fracoes

As amostras cromatograficas foram concentradas utilizando o Amicon Ultra-
0,5mL de 3 kDa da Millipore, seguindo especificacbes do fabricante e utilizadas para o

teste de deglicosilagéo.

4.2.20. Teste de deglicosilacao

Para verificar a presenca de N-glicosilagdo na quimosina recombinante foi usada
a enzima PNGase F (Sigma-Aldrich, USA). Para isso aproximadamente 100 ug da
proteina (volume méaximo de 30 pL) foram misturados a 10 pL de tampéo fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,5) e a 2,5 puL de uma solucdo de 0,2% de SDS com 100 mM de 2-
mercaptoetanol e aquecido a 100°C por 5 minutos. Apds esse periodo o sistema foi
resfriado a temperatura ambiente e foram adicionados 2,5 pL da solugdo 15% de Triton
X-100 seguida da adicdo de 1 pL da enzima PNGase F e incubacdo de 3 horas a 37 °C. A
analise foi feita por SDS-PAGE.

4.2.21. Efeito da temperatura na atividade enzimética e termoestabilidade

Para determinar em qual temperatura a quimosina bovina recombinante tem maior

atividade enzimaética foi realizado o mesmo teste de coagulacdo do leite descrito em
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matérias e métodos item 4.2.11, contudo a temperatura de incubacéo variou de 10 °C a 60
°C com intervalo de 10 °C. Para esse teste utilizou-se a enzima purificada.

Para determinar em qual temperatura ocorre a desnaturacdo da quimosina e
consequentemente a perda de atividade enzimatica foi realizado o teste de estabilidade
térmica, para isso a enzima purificada foi incubada por uma hora a temperatura de 10 °C,
20°C, 30°C, 40 °C 50 °C ou 60 °C. Apos esse periodo foi realizado o teste de coagulacéo

do leite descrito em materiais e métodos item 4.2.11.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Construcao do vetor de expressao.

Pra avaliar a produgdo de quimosina bovina em linhagens de K. phaffii contendo
multiplas cépias do gene CHY M sob o controle do promotor Ppck1, foi construido o vetor
PGK_CHYM, que direciona a integracdo para o lécus PGK1 e que apresenta o alelo
defectivo leu-2d para facilitar a selecdo de clones com multiplas cépia do vetor integrado
no genoma da levedura. Neste trabalho também foram utilizados os vetores pBS5SId-
CHYM e pBSCh3ld-CHY M, construidos anteriormente no Laboratorio de Biotecnologia
de Leveduras, que possuem o gene CHYM sob o controle do promotor Ppgk1, @ marca
leu2-d e direcionam a integracédo para o locus 5S rDNA e para uma sequéncia repetitiva
do cromossomo 3, respectivamente. Essas sequéncias aumentam a chance de integracao
de multiplas copias do vetor no genoma de K phaffii (BETANCUR, 2017).

Para construcdo do plasmideo PGK_CHYM, o gene da quimosina bovina e o fator
alfa, um peptideo sinal de Saccharomyces cerevisiae, foram amplificados do vetor
pBS5SId-CHYM usando os oligonucleotideos iniciadores CHYMS5’ e CHYM3’ (figura
5a). O fragmento amplificado é flanqueado por regiGes de homologia ao vetor pKGFP-Id
e possui aproximadamente 1,3 kb. Este amplicon foi ligado ao fragmento resultante da
digestdo do vetor pKGFP-Id com as enzimas BamHI e Notl de aproximadamente 4,7 kb
(Figura 5b), através do sistema NEBuilder, seguindo as especifica¢bes do fabricante. Em
seguida, o sistema foi utilizado na transformacdo de Escherichia coli XL10-Gold e os
clones foram selecionadas em placas com meio LB com canamicina 50 pg.mL?. O
plasmideo foi extraido dos clones selecionados e depois analisado por perfil de restricéo.

A construcdo do vetor esta exposta esquematicamente na figura 6.
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Figura 5. Clonagem do gene CHYM. a) Amplificacdo do gene da quimosina juntamente com a sequéncia
do fator alfa. O fragmento foi amplificado por PCR e analisado em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio e possui tamanho esperado de 1372 pb. Marcador utilizado: 2-log DNA ladder, (New England
Biolabs). b) Digestdo do vetor pKGFP-Id. O vetor foi digerido utilizando as enzimas BamHI e Notl e o
fragmento de 4,7 kb eluido e analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1) marcador,
2) vetor intacto e 3) fragmento de 4,7 kb eluido. Marcador utilizado 1kb plus DNA ladder, (Thermo Fisher)

Para confirmar a construcdo do vetor PGK_CHYM foi feito o perfil de restricdo
do plasmideo utilizando quatro sistemas de digestdo. No primeiro sistema foram usadas
as enzimas BamHI e Notl que liberaram um fragmento de 1370 pb correspondente ao
gene da quimosina bovina juntamente com o fator alfa e outro fragmento de 4760 pb
correspondente ao restante do vetor, no segundo o vetor foi digerido com BamHI e Bglll
liberando fragmento de 640 pb que corresponde ao promotor Ppgki1 € outro fragmento de
5500 pb correspondente ao restante do vetor, no terceiro o vetor foi digerido com Pvul
que linearizou o vetor e no ultimo sistema o vetor foi digerido com Hindlll que também

linearizou o vetor (figura 7).
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Vetor de expressio Origem de CHYM e do fator alfa
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Figura 6. Esquema da construcéo do vetor PGK_CHYM. Em vermelho, regido de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores CHYMS’ e CHYM3’.
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Figura 7. Perfil de restricdo do vetor pPGK_CHYM. Fragmentos de DNA foram separados em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. O vetor obtido foi digerido com diferentes enzimas de restri¢do
com objetivo de confirmar a construgdo. 1) marcador molecular, 2) vetor intacto, 3) vetor digerido com
BamHI e Bglll liberando fragmentos de 5500 pb e 640 pb, 4) vetor digerido com as enzimas BamHI e Notl
liberando fragmentos de 4760 pb e 1370 pb, 5) vetor digerido com Pvul que lineariza o vetor, 6) vetor
digerido com HindIII que lineariza o vetor. Marcador molecular utilizado: O’GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific)

Tambeém foi feito o perfil de restricdo para confirmar a sequéncia dos vetores
pBS5SId-CHYM e pBSCh3Id-CHY M, que foram construidos em trabalhos anteriores. O
vetor pBS5SId-CHY M foi digerido com trés sistemas de enzimas de restrigdo diferentes.
No primeiro foi utilizada a enzima Pmel liberando o fragmento de 4075 pb
correspondente ao cassete de expressdo e o fragmento de 2862 pb correspondente ao
restante do vetor, no segundo sistema a digestao foi realizada com as enzimas Xhol e Notl
que liberou o fragmento de 1123 pb correspondente a quimosina e outro fragmento de
5814 pb correspondente ao restante do vetor e por ltimo o vetor foi digerido com Pvul
que liberou trés fragmentos de 5395 pb, 1046 pb e 496 pb confirmando assim a presenca
no promotor Ppgki.

O vetor pBSCh3Ild-CHYM foi digerido com quatro sistemas de enzimas de
restricdo distintos. No primeiro foi utilizada a enzima Pmel que liberou o fragmento de
4011 pb correspondente ao cassete de expressdo e o fragmento de 2862 pb correspondente
ao restante do vetor, no segundo sistema foram usadas as enzimas Xhol e Notl que liberou
o fragmento de 1123 pb correspondente a quimosina e de 5750 pb correspondente ao
restante do vetor, no terceiro sistema o vetor foi digerido com Pvul liberando 3

fragmentos de 464 pb, 1046 pb e 5363 pb confirmando a presenca do promotor Ppgki €
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por ultimo foi feita a digestdo com Sacll liberando os fragmentos de 3914 pb e 2959 pb

que confirma a presenca das regides de homologia ao cromossomo 3.

Figura 8. Perfil de restricdo do vetor pBS5SId-CHYM. Os fragmentos foram separados em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. 1) marcador molecular, 2) vetor intacto, 3) vetor digerido com
Pmel liberando fragmentos de 4075 pb e 2862 pb, 4) vetor digerido com Xhol e Notl liberando os
fragmentos de 5814 pb e 1123 pb, 5) vetor digerido com Pvul liberando fragmentos de 5395pb, 1046 pb e
496 ph. Marcador molecular utilizado: 1kb plus DNA ladder, (Thermo Fisher Scientific).

Figura 9. Perfil de restri¢do do vetor pBSCh3ld-CHY M. Fragmentos foram separados em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. 1) marcador molecular, 2) vetor intacto, 3) vetor digerido com Pmel
liberando os fragmentos de 4011 pb e 2862 pb, 4) vetor digerido com Xhol e Notl liberando os fragmentos
de 1123 pb e 5750 pb, 5) vetor digerido com Pvul liberando fragmentos de 5363 pb, 1046 pb e 464 pb 6)
vetor digerido com Sacll liberando fragmentos de 3914 pb e 2959 ph. Marcador molecular utilizado: 1kb
plus DNA ladder, (Thermo Fisher Scientific)
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5.2.Transformacao de levedura.

Apos a obtencdo dos vetores de expressdo necessarios foi iniciada a etapa de
transformacdo da linhagem M12 de K. phaffii e a selecdo de clones produtores da
quimosina bovina.

Foram digeridos 10 pg dos vetores pBS5SId-CHYM e pBSCh3ld-CHYM com a
enzima Pmel e 5 ug do vetor pPGK_CHYM com a enzima Pvul. Posteriormente, 0 DNA
digerido foi precipitado e usado para transformacéo da linhagem M12 de K. phaffii por
eletroporacdo. Logo apds a transformacao, as leveduras foram recuperadas em meio MD
para selecionar os clones que tiveram a prototrofia restaurada. As col6nias transformantes
comecaram a aparecer na placa de transformacdo somente apés cinco dias de incubacao
e estas apresentaram tamanhos diferentes entre elas. Foram obtidas 52 colbnias
transformantes com a construcdo pBSCh3ld-CHYM, 23 colénias transformantes da
construcdo pBS5SId-CHYM e 137 coldnias transformantes da construcdo PGK_CHYM.
Os transformantes foram crescidos em placas de 96 pocos tipo deep well contendo meio
MD e o sobrenadante utilizado para teste de coagulagdo. A tabela 7 mostra atividade
enzimatica dos transformantes que apresentaram atividade.

Foi encontrada uma alta porcentagem de clones nas transformaces utilizando os
vetores pBS5SId-CHYM e PGK_CHYM que ndo apresentaram atividade enzimatica,
cerca de 87% e 98%, respectivamente. Foi sugerido na literatura que clones
transformante, com integracdo da marca leu2-d, sem atividade enzimética sofreram a
integracdo de apenas uma coépia do vetor ou perderam o cassete de expressdo por
recombinacdo intramolecular, ficando com copias insuficientes para recuperacdo da
prototrofia (BETANCUR, 2017).

Os clones que apresentaram maior atividade enziméatica em placas deep well de
cada construcdo, foram crescidos em frasco tipo Erlenmeyer com meio BMGY por 72
horas e amostras foram retiradas nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas para teste
coagulacdo. A cultura foi iniciada com a OD600 0,3. A tabela 8 mostra a quantificacédo
enzimatica média dos clones.

Os clones C32, R5 e P33 apresentaram maior atividade enzimatica quando
cultivados em placas de 96 pocos tipo deep well utilizando meio MD e quando cultivados
em frasco utilizando BMGY, por esse motivo foram selecionados para as proximas etapas

deste trabalho.
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Tabela 7. Atividade enzimética dos clones transformantes em placas tipo deep well.

pBSCh3ld-CHYM pBS5SId-CHYM pPGK CHYM
Atividade Atividade Atividade
Clones enzimatica Clones enzimatica Clones enzimatica
(UAC.mL™) (UAC.mL™) (UAC.mL™)

Cc2 12,5 R5 12,5 P2 2,5
C3 10 R6 55 P15 2,5
C6 10 R18 10 P33 6,25
C7 10

C8 10

C9 10

C10 10

C11 10

Ci12 10

C15 10

C16 10

C17 12,5

C19 12,5

C23 11

C25 11

C26 11

c27 11

C28 10

C29 9

C30 12,5

C31 9

C32 14

C33 14

C34 11

C36 10

C37 14

C38 11

C40 10

C41 10

C42 10

C43 10

C44 12,5

C45 8,3

C4a7 8,3

C48 12,5
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Tabela 8. Atividade enzimatica do sobrenadante dos cultivos em frasco dos clones
transformantes.

Clones Atividade em 24 h Atividade em 48 h Atividade em 72 h
(UAC.mL™?) (UAC.mL™?) (UAC.mL™Y)
C32 1,3 48,3 70
C33 1,3 41,6 40
R5 0 70 130
R18 0 1,45 3,12
P2 0 0 5
P15 25 25 57
P33 36 36 57

5.3.Determinacao do Umero de copias e estabilidade genética

Apos a selecdo das melhores linhagens de cada construcdo baseada em sua
producdo enzimatica, foram feitos testes com o objetivo de analisar a quantidade de
copias e a estabilidade do gene que expressa a quimosina bovina recombinante (CHYM)
integrado no genoma das linhagens selecionadas. Foram realizadas rea¢Ges de gPCR com
o DNA genbémico extraido das linhagens em meio seletivo e ap6s o cultivo em 84
geracOes em meio complexo ndo seletivo.

A linhagem C32 possui duas cépias do gene CHYM integrado ao genoma e apos
cultivo em meio ndo seletivo, manteve apenas uma cépia. A linhagem R5 possui 23 copias
do gene CHYM integrado ao genoma e ao final do cultivo em meio ndo seletivo
permaneceu com trés copias integradas e a linhagem P33 possui 20 cdpias do gene
CHYM integradas ao genoma e ao final do cultivo em meio néo seletivo perdeu todas as
copias (figura 10). A instabilidade gendmica em meio nédo seletivo pode estar relacionada
a integracdo in tandem do cassete de expressdo. Este tipo de arranjo pode sofrer
recombinacéo intramolecular e o gene de interesse pode ser eliminado por falta de pressédo
seletiva.

Foi observado em trabalho anterior que clones com integragdo no lécus PGK1,
com até 20 copias do gene da GFP, possuiam grande estabilidade genética,
diferentemente do observado para quimosina bovina. No mesmo trabalho foi reportado
que a integracdo mdaltipla no I6cus 5S rDNA dos genes da GFP e de uma amilase foi
altamente instavel, esse fendmeno também foi observado para quimosina bovina
(BETANCUR, 2017). Contudo no presente trabalho ndo foi realizado nenhum teste para
confirmar o I6cus de integracdo, portanto ndo é possivel uma andlise robusta do resultado
obtido.
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A marca de selecdo leu2-d é pouco expressa na célula, por isso era esperado que
a prototrofia celular sé fosse restaurada com numero de copias elevado, contudo a
linhagem C32, que apresenta apenas duas coépias integradas ao genoma, possui
crescimento celular semelhante, em meio sem leucina, as linhagens P33 e R5 que
possuem 20 e 23 copias, respectivamente. Este dado esta de acordo com o encontrado por
Betancur (2017), que obteve uma linhagem de K. phaffii produtora de amilase, com duas
copias do gene AMY, utilizando a marca leu2-d. Este clone produtor de amilase também
perdeu 50% das cépias do gene AMY quando crescido em meio nédo seletivo, assim como

a linhagem C32 do presente trabalho.
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Figura 10. Determinacdo do namero de cépias do gene CHYM e estabilidade genética das linhagens
selecionadas. Para analise do nimero de cdpias integradas, as linhagens foram cultivadas em meio seletivo.
Para analise de estabilidade genética as linhagens foram cultivadas em meio néo seletivo por 84 geragdes.
O DNA gendmico de ambas as culturas foi extraido e usado como DNA molde para gPCR. O experimento
foi realizado em triplicada e o erro padrao é apresentado no gréafico.

5.4.0timizacédo do modo de producédo da quimosina
Para encontrar a melhor condi¢do para producdo de quimosina bovina, foram
realizados cultivos em frascos tipo Erlenmeyer utilizados quatro meios de cultura

diferentes
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5.4.1. Cultivoem YPD

Para uma avaliagdo inicial do crescimento celular e da producdo enzimatica das
linhagens selecionadas nas etapas anteriores foi realizado o cultivo em frasco utilizando
0 meio YPD, um meio complexo padrdo para o crescimento de K. phaffii. As linhagens
C32, R5 e P33, assim como o controle M12 foram cultivados por 44 horas. Amostras de
3 mL do meio no inicio do cultivo e ap6s 15 horas, 18 horas, 21 horas, 24 horas, 38 horas
e 44 horas para o teste de coagulacdo de leite e andlise por eletroforese. Para reduzir o
tempo de fermentacdo, o cultivo foi iniciado com OD600 préxima a 4, essa estratégia
diminui o desvio de nutrientes da formacdo de biomassa para producdo da proteina
recombinante pois as células se encontram com uma velocidade menor de crescimento.

A linhagem C32 apresentou maior crescimento em relagdo as outras linhagens
transformantes, 1,7 vezes maior do que a linhagem R5 e 1,3 vezes maior do que a
linhagem P33 (figura 11), sendo também a linhagem que apresentou maior atividade
enzimatica, 4 vezes maior do que a linhagem R5 e 3,1 vezes maior do que a linhagem
P33, apds 44 horas de fermentacgdo (figura 12). Como a linhagem C32 é a que apresenta
0 menor nimero de copias do gene CHYM integrado no genoma, é possivel inferir que a
presenca de multiplas copias desse gene seja prejudicial as células. Aumentar o numero
de cdpias do gene de interesse com objetivo de aumentar a produgdo da proteina
heter6loga é uma estratégia eficiente até um determinado nimero de copias. Esse limite
é produto-dependente e extrapolar esse valor leva ao decréscimo da expressdao em muitos
casos. Isso se deve sobretudo a limitacdo na translocacdo pela membrana, ao
processamento da sequéncia sinal, ao mal dobramento proteico dentro do reticulo
endoplasmatico e a diminuicdo de recursos nutricionais e de precursores.
(HOHENBLUM et al., 2004; MACAULEY-PATRICK et al., 2005)
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Figura 11. Curva de crescimento celular em meio YPD das linhagens selecionadas. Cultivo em frasco
utilizando meio YPD para producdo de quimosina das linhagens C32, R5, P33 e do controle negativo M12
por 44 horas. O crescimento é mensurado a partir da absorbancia no comprimento de onda de 600nm. O
experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no gréfico.

N
(o]
o

N
o
o

[EY
a1
o

a1
o

o

@ @ @ @ @
0 17 19 22 24 39 44

Tempo de cultivo
——C32 ——-R5 —e—P33 —e—M12

Atividade enzimatica ( UAC.mL1)
=
o

Figura 12. Teste de coagulagdo do cultivo em frasco utilizando meio YPD das linhagens selecionadas.
Atividade enzimatica em UAC.mL™ do sobrenadante do cultivo em meio YPD das linhagens C32, R5, P33
e do controle negativo M12. O experimento foi feito em triplicata e o erro padrdo é apresentado no grafico.

Foi realizada analise por eletroforese em gel SDS-PAGE para avaliar a presenca
ou auséncia da quimosina no sobrenadante, assim como avaliar se a proteina esta na sua
forma ativa ou na forma de pro-quimosina (figura 13). Ap06s 17 horas de cultivo é possivel
observar apenas a pro-quimosina, que apresenta massa molecular de ~40 kDa. A partir de
19 horas de cultivo, ha o aparecimento de uma proteina com peso molecular de ~36 kDa

que corresponde & quimosina ativa.
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Esse resultado pode ser explicado pela autoclivagem da pré-quimosina em pH
acido, considerando que o crescimento de K. phaffii promove a acidificacdo do meio de
cultura (figura 13). A pré-quimosina sofre ativacdo por autocatalise a partir da remocao
proteolitica da por¢do N-terminal. Este processo pode ocorrer de duas formas distintas,
em pH 4,5 a reacdo de ativacdo gera a quimosina ativa pela remocao dos residuos de
aminoacidos 1-42 da pro-quimosina, e em pH 2,0 a reacdo de ativacdo gera a
pseudoquimosina pela remocdo dos residuos de aminoacidos 1-27 da pré-quimosina
(MCCAMAN; CUMMINGS, 1986). O meio de cultura a partir de 19 horas de cultivo
apresentou pH proximo a 4, o que sugere que a autocatalise gerou a quimosina ativa.

M 0 17 19 22 24 39 44 C+ M 0 17 19 22 24 39 44 C+

M 0 17 19 22 24 39 44 C+ M 0 17 19 22 24 39 44 C+

C. d.

Figura 13. Perfil de proteinas secretadas em meio YPD das linhagens selecionadas. Foram analisados
por SDS-PAGE 12% 250 pL sobrenadante do cultivo em YPD das linhagens R5, C32, P33 e M12 no inicio
do cultivo e nos tempos de 17 horas, 19 horas, 22 horas, 24 horas, 39 horas e 44 horas. a) linhagem R5. b)
linhagem C32. ¢) linhagem P33. d) M12 (Controle negativo). C+ é uma quimosina comercial. A quimosina
tem 36 kDa. As setas amarelas indicam a pro-quimosina e as setas vermelhas indicam a quimosina ativa.
Marcador molecular utilizado: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific).

5.4.2. Cultivoem meio BMGY

O glicerol tem o preco menor que o da glicose, pois é um subproduto da fabricacéo
do biodiesel, desta forma, seu uso € interessante em fermentacdes em larga escala, pois
diminui os custos de producdo. Para avaliar qual linhagem possui maior produtividade

enzimatica em meio complexo contendo glicerol como fonte de carbono, as linhagens
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C32, R5, P33 e M12 foram cultivadas por 65 horas em meio BMGY. Foram coletados

1,5 mL de meio cultura no inicio e nos tempos de 18 horas, 20 horas, 22 horas, 24 horas,
39 horas, 42 horas, 44 horas e 65 horas para teste de coagulacdo e analise em SDS-PAGE
(figuras 14, 15 e 16).

Foi observado um crescimento similar entre as trés linhagens transformantes e o
controle negativo. As linhagens transformantes também apresentaram atividade
enzimatica semelhante entre si. Contudo a atividade enzimética obtida no cultivo em meio
BMGY foi menor do que a atividade enzimatica obtida no cultivo em meio YPD, isto
pode ter relacdo com a taxa de transcri¢do do promotor Ppck1 que € maior em glicose do
que em glicerol.

Foi realizada analise do sobrenadante por eletroforese em gel SDS-PAGE para
verificar a presenca de quimosina, assim como avaliar se a proteina esti na sua forma
ativa ou na forma de pré-quimosina. A partir de 18 horas é possivel observar a presenca
da pré-quimosina e ap6s 24 horas de cultivo é possivel observar somente a presenca da

quimosina ativa (figura 16).
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Figura 14. Curva de crescimento celular em meio BMGY das linhagens selecionadas. Cultivo em
frasco utilizando meio BMGY para producdo de quimosina das linhagens C32, R5, P33 e do controle
negativo M12 por 65 horas. O crescimento foi mensurado a partir da absorbancia no comprimento de onda
de 600nm. O experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no gréfico.
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Figura 15. Teste de coagulacdo do cultivo em frasco utilizando meio BMGY das linhagens
selecionadas. Atividade enzimatica em UAC.mL? do sobrenadante do cultivo em meio BMGY das
linhagens C32, R5, P33 e do controle negativo M12. O experimento foi feito em triplicata e o erro padréo
é apresentado no gréfico.
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Figura 16. Perfil de proteinas secretadas em meio BMGY das linhagens selecionadas. Foram
analisados por SDS-PAGE 12% 250 puL sobrenadante do cultivo em BMGY das linhagens R5, C32, P33 e
M12 no inicio do cultivo e nos tempos de 18 horas, 20 horas, 24 horas, 39 horas, 42 horas, 44 horas e 65
horas. a) Linhagem R5 b) Linhagem C32. c¢) Linhagem P33 d) M12 (Controle negativo). C+ é uma
quimosina comercial. A quimosina tem ~36 kDa. As setas vermelhas indicam a quimosina ativa e as setas
amarelas indicam a pré-quimosina. Marcador molecular utilizado: Pierce™ Unstained Protein MW Marker
(Thermo Fisher Scientific).
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5.4.3. Cultivo em meio BMD

As linhagens produtoras de quimosina recombinante obtidas neste trabalho
utilizam a marca auxotrofica defectiva leu2-d, sendo assim os meios de cultivo que nédo
contenham leucina podem ser usados para exercem pressao seletiva sobre os clones
transformantes. Para analisar esse efeito, as linhagens C32, R5, P33 e M12 foram
crescidos por 91 horas em meio BMD, sendo adicionado leucina apenas na cultura da
linhagem M12. Amostras de 3 mL foram retiradas no inicio do cultivo nos tempos de 24,
48, 72 e 91 horas para realizacdo de teste de coagulacéo e analise do perfil proteico por
SDS-PAGE (figuras 17, 18 e 19).

Todos as linhagens produtoras de quimosina apresentaram crescimento celular
semelhante, independentemente do nimero de copias, quanto a producdo enzimatica a

linhagem R5 apresentou atividade enzimatica 31% maior do que as linhagens C32 e P33.
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Figura 17. Curva de crescimento celular do cultivo em meio BMD das linhagens selecionadas. Cultivo
em frasco utilizando meio BMD para producgdo de quimosina das linhagens C32, R5, P33 e do controle

negativo M12 por 91 horas. O crescimento é mensurado a partir da absorbéncia no comprimento de onda
de 600 nm. O experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no grafico.
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Figura 18. Teste de coagulacgéo do cultivo em frasco utilizando meio BMD das linhagens selecionadas.
Atividade enzimatica em UAC.mL* do sobrenadante do cultivo em meio BMD das linhagens C32, R5, P33
e do controle negativo M12. O experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no grafico.

Foi realizada analise por eletroforese em gel SDS-PAGE para avaliar a presenca
ou ndo da quimosina no sobrenadante, assim como avaliar se a proteina esta na sua forma
ativa ou na forma de pré-quimosina. A partir de 72 horas de cultivo, é possivel observar
0 aparecimento de uma banda com tamanho correspondente ao da quimosina bovina
(figura 19).

As proteinas enddgenas sdo expressas em baixa quantidade neste meio,
facilitando o processo de purificacdo, porém o cultivo em meio BMD apresentou uma
fase lag extensa e metade da densidade celular obtido no cultivo em meio YPD. Além
disso, a fermentacdo neste meio (incluindo as etapas de pré-indculo) perdurou 235 horas
contra 92 horas de cultivo em meio YPD. Levando em consideracdo que a producédo de
proteinas heter6logas € normalmente proporcional a densidade celular (CEREGHINO;
CREGG, 2000) e que em um processo industrial a precificagdo de um produto contabiliza
a hora-méaquina e a hora-homem, o meio BMD deve ser melhorado para producdo em
larga escala (MIGUEL JUNIOR, 2018).

43



RESULTADOS E DISCUSSAO

M 0 24 48 72 091 C+ M 0 24 48 72 091 C+

a- .b

M 0 24 48 72 091 C+ M 0 24 48 72 91 C+

c. -d

Figura 19. Perfil de proteinas secretadas em meio BMD das linhagens selecionadas. Foram analisados
por SDS-PAGE 12% 1 mL sobrenadante do cultivo em BMD das linhagens R5, C32, P33 e M12 no inicio
do cultivo e nos tempos de 24 horas, 48 horas, 72 horas e 91horas. a) Linhagem R5 b) Linhagem C32. ¢)
Linhagem P33 d) M12 (Controle negativo). C+ é uma quimosina comercial. A quimosina tem 36 kDa.
Marcador molecular utilizado: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific).

5.4.4. Cultivo em meio UAB

O meio de cultivo utilizado na industria deve ser preferencialmente definido e de
baixo custo, de modo a tornar a producdo economicamente vidvel e padronizavel, além
de facilitar a etapa de purificacdo. Para avaliar a viabilidade da producéo de quimosina
em um meio definido e otimizado para producdo de proteinas heter6logas em K. phaffii,
a linhagem C32, que apresentou melhor atividade enzimatico em YPD, foi crescido no
meio UAB durante 71 horas. Foram coletados 3 mL do sobrenadante da cultura em 15,
21, 38, 41, 44, 64 e 71 horas para teste de coagulacdo e analise em SDS-PAGE (figuras
20,21 e 22)
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O crescimento em meio UAB foi equiparavel ao crescimento obtido em meio
YPD, contudo, a producgéo enzimatica foi inferior (figura 20). Por ser um meio composto
basicamente de sais, a levedura precisa sintetizar todos os metabolitos intermediérios, o
que pode levar a um crescimento menor e/ou a uma menor produtividade. Sendo,
portanto, necessario um ajuste do meio para suprir a caréncia nutricional da linhagem.
(MATTHEWS et al., 2017). A fonte de nitrogénio pode ser aumentada para otimizar a
producdo proteica e o glicerol pode ser substituido por glicose, com objetivo de aumentar
a transcricdo de CHYM e por consequéncia aumentar a proporcdo de quimosina secretada
no meio em relagdo as proteinas enddgenas. Ademais, este meio foi elaborado
originalmente para cultivos em fermentadores onde parametros como o pH, a aeracdo e a
taxa alimentagcdo podem ser controlados, resultando na maioria das vezes em um maior

nivel de expressao em comparacgdo aos cultivos em frasco (CEREGHINO et al., 2002)
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Figura 20. Curva de crescimento celular do cultivo em meio UAB das linhagens C32 e M12. Cultivo
em frasco utilizando meio UAB para producdo de quimosina das linhagens C32 e do controle negativo M12
por 71 horas. O crescimento é mensurado a partir da absorbancia no comprimento de onda de 600nm. O
experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no gréafico.
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Figura 21. Teste de coagulacdo do cultivo em frasco utilizando o meio UAB das linhagens
selecionadas. Atividade enzimatica em UAC.mL™ do sobrenadante do cultivo em meio UAB da linhagem
C32 e do controle negativo M12. O experimento foi feito em triplicata e o erro padréo é apresentado no
grafico.

A andlise em SDS-PAGE do perfil de proteinas secretada ndo permitiu a
identificacdo de uma banda isolada com tamanho correspondente ao da quimosina, pois

h& um alto nimero de proteinas endogenas sendo secretadas (figura 22).

15 21 38 41 M 44 64 71 15 21 38 M 41 44 o4 71
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Figura 22. Perfil de proteinas secretadas em meio UAB das linhagens C32 e M12. Foram analisados
por SDS-PAGE 1mL da sobrenadante do cultivo das linhagens C32 e M12 crescidos em meio UAB nos
tempos de 15 horas, 21 horas, 38 horas, 41 horas, 44 horas, 64 horas e 71 horas. a) Linhagem C32. b)
Linhagem M12. A quimosina tem 36 kDa. Marcador molecular utilizado: Pierce™ Unstained Protein MW
Marker.

A tabela 4 sintetiza os resultados obtidos nos cultivos. A melhor condicéo testada
foi utilizando o meio YPD, pela linhagem C32 em 44 horas de cultivo. Quando a atividade

enzimatica foi normalizada pela densidade Gtica foi possivel observar que os meios YPD
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e BMD apresentaram atividade enzimatica semelhante, portanto € necessario ajustar as
condigdes de cultivo em BMD para aumentar o crescimento celular e diminuir o tempo

de cultivo.

Tabela 9. Atividade enzimatica do sobrenadante dos cultivos dos clones transformantes
em frasco.

Linhagem Meio Tempo de Atividade 0OD600 (UAC.mL7Y).
cultivo (h) enzimatica OD600!
(UAC.mL?Y)*

YPD 44 181,8+ 11,7 336+24 5,41

C32 BMGY 48 57,10 528+2,3 1
BMD 91 38+0,19 19+0,35 2
UAB 71 30,9+£0,32 38,93+1,41 0,79
YPD 44 576 £2,3 26 +£0,83 2,2

P33 BMGY 48 54,7+0 42,4 + 0,46 1,29
BMD 91 380,12 15,7+0,13 2,4
YPD 44 454 +£21,3 19,6 + 3,44 2,31

R5 BMGY 48 57,10 52 £ 0,46 1
BMD 91 50x0 17,7+0,48 2,8

* Atividade enzimética no tempo final de cultivo
+ Erro padrédo da triplicata bioldgica

Em 2008, Araujo, construiu duas linhagens produtoras de quimosina bovina B. Na
linhagem P1 o gene CHYM estava sob o controle do promotor Ppgk1 € uma cépia Unica
foi integrada ao genoma. Na linhagem A3 o gene CHYM estava sob o controle do
promotor Paox1 € duas copias foram integradas ao genoma. Em cultivo em frasco
contendo meio BMGY, sem alimentacéo, ela obteve atividade enzimatica de 70 UAC.mL"
1 e 35 UAC.mL! para a linhagem P1 e A3, respectivamente. Ja no cultivo em frasco
contendo meio BMGY, com alimentacdo, ela obteve atividade enzimética de 100

UAC.mL* e 50 UAC.mL™* para a linhagem P1 e A3, respectivamente.

5.5.Purificagéo da quimosina

Para obtencdo da quimosina bovina recombinante pura, foi aplicado 1 mL do
sobrenadante concentrado (60X) de uma cultura da linhagem C32 crescida em meio YPD
por 39 horas na coluna de gel filtracdo Hiload 16/600 superdex 200 pg e eluido de forma
isocratica com tampdo fosfato de potassio 50 mM resultando no cromatograma

apresentado na figura 23. E possivel observar a presenca de 3 picos sobrepostos (entre as
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fracbes 2 e 16), contudo a quimosina foi eluida apenas no primeiro tendo sido detectado

atividade enzimatica entre as fracdes 2 e 9 (figura 24).
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Figura 23. Cromatograma da cromatografia de gel filtragdo para purificagdo da quimosina bovina.
Cromatografia realizada na coluna Hiload 16/600 superdex 200 pg (GE Healthcare). Em azul esta
representado a absorbancia em 280nm. Em vermelho esta representado as fracfes cromatograficas. A
quimosina recombinante foi eluida nas fragdes de 2 a 9 mostrado na caixa azul.
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Figura 24. Atividade enzimética das fragfes cromatograficas contendo quimosina bovina. As fragfes
contendo a quimosina bovina foram eluidas no primeiro pico do cromatograma.
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A andlise por eletroforese dessas fracbes mostra a presenca de duas bandas nas
fragbes 7, 8 e 9, uma na altura de ~36 kDa que corresponde ao tamanho esperado da
quimosina bovina e uma outra banda um pouco acima da primeira que provavelmente
corresponde a quimosina glicosilada, visto que a quimosina possui trés sitios de N-
glicosilacdo nos residuos de asparagina 172, 252 e 291 (figura 25a). Este padrdo de
migracdo sugere que a glicosilacdo ocorreu de forma homogénea.

Para verificar se a banda com peso molecular superior encontrado no gel de
purificacdo correspondia a quimosina glicosilada ou a uma proteina endogena de K.
phaffii, foi realizado o teste de deglicosilagdo em condi¢des desnaturantes utilizando a
enzima PNGase F e posteriormente analise em SDS-PAGE (figura 25b). O
desaparecimento desta banda apds 3 horas de reacdo, confirma que a quimosina
recombinante estd sendo glicosilada. Com isso é possivel afirmar que a quimosina

recombinante foi purificada a homogeneidade nas fragdes 7, 8 e 9.
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Figura 25. Purificacio e estado de glicosilacdo da quimosina recombinante. Amostras de quimosina
purificada foram analisadas em SDS-PAGE 12%. a) Andlise de fracGes cromatograficas que possuem
atividade enzimética (fracBes de 2 a 9). Foram precipitados 400 pL de cada fragdo com TCA. b) Analise
do teste de deglicosilacdo da quimosina recombinante purificada. M) marcador molecular, 1) quimosina
recombinante purificada, 2) quimosina recombinante tratada com PNGase F e C+ quimosina comercial. A
seta rosa indica a posi¢do da quimosina glicosilada e a seta azul a quimosina deglicosilada. Marcador
molecular utilizado: Pierce™ Unstained Protein MW Marker.

Neste trabalho a quimosina foi purificada em apenas uma etapa cromatografica e
foram recuperados 5,8 mg.L™ da enzima purificada a homogeneidade (fragdes 7, 8 e 9).
Na literatura foram reportadas outras estratégias de purificacdo da quimosina bovina.

Jiang et al. (2012), expressou a pro-quimosina bovina extracelularmente na linhagem de
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K. phaffii GS115 e a purificou utilizando 3 etapas, precipitacdo com sulfato de aménio,
cromatografia de troca idnica com a coluna 5-ml HiTrap™ Q XL column (1.6 9 2.5 cm,
GE Healthcare) e cromatografia de troca ionica utilizando a coluna 6-ml RESOURCE™
S column (16 9 30 mm, GE Healthcare), obtendo rendimento final de 24,2%. Em outro
trabalho, a quimosina bovina foi expressa também intracelularmente na linhagem de E.
coli K12. Como estratégia de purificacdo foi utilizada a marcacdo His-tag e a
cromatografia por afinidade com a coluna QIAGEN Ni-NTA affinity column com o
rendimento final de 80 mg.L* (ULUSU et al., 2016). Apesar da utilizagdo de His-tag ser
uma estratégia comum de purificagdo adotada em trabalhos de expressdo heterdloga, seu
uso ndo é recomentado na industria alimenticia e farmacéutica por ser alergénico
(MALHOTRA, 2009; PEDERSEN et al., 1999).

5.6.Efeitos da temperatura na atividade enzimética

Para avaliar a influéncia da temperatura na atividade enzimética da quimosina
recombinante foram realizados os testes de temperatura 6tima e estabilidade térmica
(figura 26).

Para avaliacdo da temperatura 6tima foi realizado o teste de coagulacéo variando a
temperatura de incubacdo de 10 °C a 60 °C. Foi detectada a maior atividade enzimatica
entre as temperaturas de 37 °C e 40 °C e diminuicédo da atividade nas demais temperaturas
testadas

Para o teste de estabilidade térmica a quimosina recombinante purificada foi pré-
incubada nas temperaturas de 10 °C a 60 °C por. Foi possivel observar a manutencdo da
atividade enzimatica total nas temperaturas de 10 °C e 20 °C e a progressiva diminuicao
da atividade residual com o aumento da temperatura. A enzima foi inativada a 60 °C.
Estes dados sdo consistentes com outros trabalhos encontrados na literatura (JIANG et
al., 2012; NOSEDA et al., 2014). Também foi reportado que quimosina bovina possuli
alta estabilidade quando armazena por 120 dias a 5 °C e perde completamente a atividade
quando estocada a 37 °C por 70 dias (NOSEDA et al., 2016).
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Figura 26. Efeito da temperatura na atividade enzimatica e termoestabilidade da quimosina
recombinante. Em rosa, teste de coagulacdo para determinar a temperatura 6tima. Em azul, atividade
enzimaética residual, que indica estabilidade térmica da quimosina recombinante.

5.7. Consideracdes Gerais

Em suma, linhagens contendo multiplas copias do gene de interesse sdo utilizadas
desde os anos de 1990, pois em muitos casos 0 aumento no nimero de cépias resulta no
acréscimo do produto. Entretanto essa correlacdo ndo € sempre linear (ROMANOS et al.,
1998; ZAHRL et al., 2017). A producdo de interleucina 3 humana (hIL-3) foi avaliada
em clones de K. phaffii contendo 1, 2, 4, 6, 8,10 e 12 copias do gene hlL-3. Foi observado
um progressivo acréscimo da producdo proteica para até 8 copias e drastico decréscimo
apos este valor. (DAGAR; KHASA, 2018).

A superexpressdo de proteinas secretadas pode levar a saturacdo da via de
secrecdo. Esta saturacdo ocorre com numero de cépias diferente para cada proteina e
normalmente possui relacdo com a estabilidade e dobramento de cada uma
individualmente. H& evidéncias de que o acUmulo de proteinas no reticulo
endoplasmatico (RE) gere estresse no sistema de secrecdo, ativando a via de resposta a
proteinas ndo dobradas (UPR, unfolded protein response) que resulta na suprarregulacao
de genes relacionados ao dobramento proteico, como a chaperona Kar2p e a proteina
dissulfeto-isomerase (PDI). Contudo, quando UPR se prolonga, a via de degradacédo
associada ao ER (ERAD, ED-associated degradation) é ativada. Esta via é responsavel
pela translocacdo de proteinas mal dobradas para o citosol para degradacdo pelo
proteossoma (AW; POLIZZI, 2013).
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A coexpressao de chaperonas e de fatores de regulacdo das vias UPR e ERAD séo
estratégias adotadas para minimizar a sobrecarga da via secretoria em trabalhos de
expressdo heterdloga. Linhagens de K. phaffii produtoras de uma lipase de Rhizopus
oryzae (ROL) foram construidas por integracdo mdultipla do gene de interesse e
coexpressdo de Ubcl e Hrdl, enzimas relacionadas a via ERAD. A linhagem contendo
uma copia de ROL apresentou atividade enzimatica de 300 U.mL* enquanto a linhagem
contendo 5 copias de ROL apresentou atividade enzimatica de 3.080 U.mL? e as
linhagens contendo 5 coOpias de ROL e coexpressando Ubcl, Hrdl ou ambas
apresentaram atividade enzimatica de 4.000 U.mL?, 4.200 U.mL? e 4.750 U.mL?,
respectivamente (JIAO et al., 2018).

Outro trabalho reportou a diminuicdo da expressdo da proteina Na-ASP1 em
linhagens de K. phaffii contendo duas, trés e quatro copias do gene de interesse em relagdo
a linhagem com copia Unica, a reducdo foi de 18%, 50% e 75%, respectivamente. Com
objetivo de aumentar a secrecdo da proteina heterdloga foi realizada a coexpressdo da
proteina PDI nas linhagens multicopia. O melhor resultado encontrado foi o aumento de
3,64 vezes na producdo em clones contendo 2 copias de Na-ASP1 e 8 cépias de PDI
(INAN et al., 2006). Estratégias como essas poderiam ser utilizadas para aumentar a

producdo de quimosina bovina em K. phaffii.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi demonstrado que a expressao constitutiva de quimosina bovina
utilizando o promotor Ppck1 € eficiente, entretanto, a integragdo multipla dos cassetes de
expressao nos loci PGK1, 5S rDNA e sequéncia repetitiva do cromossomo 3 se mostrou
instavel em meio ndo seletivo, além disso, 0 aumento no nimero de copias do gene CHYM
nédo foi determinante para o aumento da produgéo de quimosina.

A padronizacgéo da purificacdo da quimosina bovina do sobrenadante de K. phaffii
em uma Unica etapa, utilizando cromatografia de gel filtragdo ¢ um resultado muito
positivo para a aplicabilidade comercial desse sistema, pois reduz os custos de producao.
Outro resultado bem sucedido foi a caracterizacdo da quimosina purificada, com a
identificacdo das fracdes glicosilada e ndo glicosilada e a analise do efeito da temperatura.

Para otimizar a producdo de quimosina em K. phaffii outras estratégias podem ser
adotadas, como o aprimoramento do sistema de secrecdo da linhagem utilizada, por
exemplo pela coexpressdo de chaperonas, ou a otimizacdo dos processos de cultivo, com

meios de cultura seletivos e de baixo custo para a producdo em escalas maiores.
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ANEXOS

8. ANEXOS
(1) BglII Pyull {118)
Pwul {213}
Sacl (44s8)
Xbal {450)
BamHI (625)
Xhol (874}
{5147) EcoRv

(4817) HindIIl

{4390) Clal—

{4266) Neol

= Notl {1997}
Sall {zo04)

Pwull (2252}

(3529) Clal
(3508) Kpmnl

(3112) EcoRI  EcoRY (3003)

Anexo 1. Mapa fisico do vetor de expressdo pPGK_CHYM. O vetor possui a sequéncia do gene
codificador para quimosina, marca de selecdo auxotréfica defectiva leu2-d, promotor Ppgki € elementos
para replicacdo em bactéria.
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ANEXOS

Pwul (501)
(6328) Pvul

Pmel (&56)
_Sacll (683)
= BgIII (753)

Pvul (965)

—— Xhol
pBSCh3Ild-CHYM ol (1628)

€873 bp

plac

(a667) Pmel

el
W
(4597) Sacll” 6"3}\

NotI (2751)

Anexo 2. Mapa fisico do vetor de expressdao pBSCh3ld-CHYM. O vetor possui a sequéncia do gene
codificador para quimosina, marca de selecdo auxotréfica defectiva leu2-d, promotor Ppgki € elementos

para replicacdo em bactéria. A sequéncia marcada em amarelo corresponde a sequéncia de integracdo ao
cromossomo 3.
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ANEXOS

Prmel (656)
BglII (785)

pBS5SId-CHYM Xhol (1660)

6937 bp

(4731 Pmel

/ Notl (2783)

(3202) EcoRI |
(3793) EcoRV

Anexo 3. Mapa fisico do vetor de expresséo pBS5ISd-CHYM. O vetor possui a sequéncia do gene
codificador para quimosina, marca de selecdo auxotrdfica defectiva leu2-d, promotor Ppcki € elementos

para replicagdo em bactéria. A sequéncia marcada em amarelo corresponde o I6cus de integracdo na
sequéncia repetitiva do ribossomo 5S.
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ANEXOS

BgIII (1)

pKGFP-Id

5504 bp

Anexo 4. Mapa fisico do vetor de expressdo PKGFP-Id. O vetor possui a sequéncia do gene codificador
para eGFP, marca de selecéo auxotrdfica defectiva leu2-d, promotor Pegk1 € elementos para replicacdo em
bactéria.

65



