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RESUMO

A levedura metilotréfica Komagataella phaffii destaca-se como sistema de
expressao de proteinas recombinantes por ser capaz de produzir e secretar
grandes quantidades de proteinas em altas densidades celulares, além de
realizar modificagbes pds-traducionais tipicas de eucariotos, o que a torna ideal
para a producdo de biocatalisadores industriais. Atualmente, os promotores
constitutivos de K. phaffii tém sido pesquisados e testados devido ao interesse
na capacidade de transcricdo continua do gene alvo em todas fases de
crescimento do microrganismo. Os promotores constitutivos Pcar € Prer1, que
controlam a expressdo dos genes codificadores da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase e do fator de elongacdo da traducdo, respectivamente, sdo
considerados eficientes na producédo de proteina heterdloga em K. phaffii. As
lipases sdo uma classe de enzimas com aplicacdes na industria de alimentos,
na industria téxtil, farmacéutica, cosmética, na producdo de biodiesel e
detergentes, dentre outros. Entre as lipases mais importantes de uso industrial,
destacam-se as lipases de Rhizomucur miehei (RML) e de Pseudozyma
antarctica (lipase B/CALB). No presente trabalho, foram construidos novos
vetores integrativos com expressdo baseada nos promotores Pgap € Pter1, cOM
o estabelecimento de uma metodologia de clonagem in vivo em E. coli, que nédo
necessita do uso de enzimas e reagentes especificos. As construcdes
plasmidiais foram usadas para transformar levedura. Foi obtida a producao de
RML dirigida pelo promotor Pter1 pela primeira vez em K. phaffii, e a CALB foi
expressa sob controle dos promotores Pcap € Pteri. A enzima CALB foi
identificada em SDS-PAGE desnaturante como uma banda de
aproximadamente 37 kDa presente no sobrenadante e confirmada como lipase
em zimograma utilizando o substrato MUF-butirato. Em relagédo aos ensaios de
atividade enzimatica nas condi¢cbes testadas, ndo foi observada diferenca

significativa na producéo de CALB pelos diferentes promotores.



ABSTRACT

The methylotrophic yeast Komagataella phaffii stands out as a recombinant
protein expression system by being able to produce and secrete large amounts
of proteins at high cell densities, in addition to performing post-translational
modifications typical of eukaryotes, which makes it ideal for production of
industrial biocatalysts. Currently, constitutives promoters of K. phaffii have been
researched and tested because of the interest in its ability to perform the
transcription of the target gene at all stages of the growth of the microorganism.
The constitutives promoters Pcap and Prer1, which control the genes of the
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase and the elongation factor of the
translation, respectively, are considered efficient in the production of
heterologous protein in K. phaffii. Lipases are a class of enzymes with
applications in the food industry, the textile industry, pharmaceuticals,
cosmetics, in the production of biodiesel and detergents, among others. Among
the most important lipases for industrial use, the lipases of Rhizomucur miehei
(RML) and lipase B of Pseudozyma antarctica (CALB) stand out. In the present
work new integrative vectors were constructed with their expression based on
the TEF1 and GAP promoters establishing an in vivo cloning methodology in E.
coli, which does not require the use of enzymes and specific reagents. The
plasmids constructed were used to transform yeasts. The production of the
Rhizomucur miehei lipase was drove by the Prter1 promoter for the first time in
K. phaffii, and the Pseudozyma antarctica lipase was expressed under the
control of Pgap and Prer1. The CALB enzyme was identified on denaturing SDS-
PAGE as a band of approximately 37 kDa and confirmed as lipase in zygogram
using the MUF-butyrate substrate. In relation to the enzymatic assays
performed, under the tested conditions, no significant difference in CALB

production was observed by the different promoters.



1.INTRODUCAO

1.1. Komagataella phaffii como sistema de expressao de proteinas

recombinantes

A levedura metilotrofica Komagataella phaffii foi introduzida ha mais de
40 anos pela Phillips Petroleum para produgcdo comercial de “single cell
protein®, como aditivo na alimentagcdo animal, devido ao seu processo
fermentativo em alta densidade celular e utilizando o metanol como fonte de

carbono (Cregg et al, 1985).

Foi apenas quando a Phillips Petroleum, juntamente com o Instituto
Biotecnologia Salk/Industrial Associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, EUA) usaram
esta levedura metilotréfica como um sistema para expressdo de proteinas
heterdlogas, com transcricdo baseada no promotor Paoxi, que a mesma
passou a ser considerada uma escolha bem sucedida para fins académicos e
industriais e, atualmente, mais de 500 proteinas foram clonadas e expressas

usando esse sistema (Cos et al, 2006).

Leveduras metilotroficas como K. phaffi, Candida boidinii, Hansenula
polymorpha e Pichia methanolica unem os beneficios de um sistema de
expressao eucarioto, como secrecao eficiente e modificacbes pds-traducionais,
com as propriedades de crescimento desejaveis de organismos unicelulares
robustos, crescendo rapidamente em meio minimo, além de n&o produzirem

endotoxinas intrinsecas ou DNA viral (Joan Lin et al, 2000).

K. phaffii apresenta vantagens sobre as demais fabricas celulares pois,
além ser capaz de realizar modificagdes poOs-traducionais como glicosilacédo e
adicdo de pontes dissulfeto, também pode atingir altas densidades celulares e
da preferéncia ao metabolismo aerébico em comparacdo com a fermentacéo,
nao produzindo etanol que poderia ser prejudicial ao processo (Eda et al. 2012;
Potvin, Ahmad & Zhang, 2012).

Atualmente essa levedura tem recebido muito mais atencéo por produzir

commodities quimicas e ativos farmacéuticos devido seu padrdo de



glicosilacdo semelhante ao humano (Vogl & Glieder, 2013) e foi classificada
como uma linhagem GRAS (Generally Recognized As Safe) pela FDA para ser

usada na industria de alimentos (Thompson, 2010).

A produtividade de um sistema recombinante depende de varios fatores
genéticos, como o0 uso de cddons no gene expresso, 0 numero de cépias do
gene, transcricdo eficiente com o uso de promotores fortes, sinais de traducéo
e a translocacdo determinada pelo peptideo sinal de secrecdo; e também de
fatores fisiolégicos como o processamento e dobramento da proteina no
reticulo endoplasmatico e no Golgi, a secrecdo para fora da célula e a

otimizacao da estratégia de fermentacdo (Hohenblum et al, 2004).

No entanto, embora K. phaffii tenha sido estabelecida como hospedeira
para producdo had quase trés décadas, a falta de informacdo genética tem
prejudicado significativamente a pesquisa basica, de modo que a maioria das
melhorias biotecnolégicas se concentrou em meios de cultura e estratégias de

fermentacao (Gasser et al, 2013).

1.2. Promotores para expressao em K. phaffii

Os promotores sdo importantes reguladores da transcricdo génica
fornecendo sitios especificos de ligacdo ao DNA para os fatores de transcricao
e para maquinaria que realizara o processo (Riethoven, 2010).

A transcricdo inicial do gene de interesse € frequentemente um passo
critico na producdo de proteinas heterdlogas, tanto em procariontes quanto
eucariontes. Portanto, promotores fortes e controlaveis sdo uma ferramenta
crucial para a producdo eficiente de proteinas heterdlogas (Vogl & Glieder,
2013).

O primeiro sistema de expressao para K. phaffii foi baseado no promotor
do gene da alcool oxidase (Paox1) que é induzido com uso de metanol, e foi
parcialmente responsavel pela popularidade desta levedura na producdo de
proteina heterdloga, razdo pela qual grande parte dos trabalhos publicados

utilizando K. phaffii é focada no uso deste promotor (Piva et al, 2017)



O uso de promotores fortemente regulados, como o Paoxi, apresenta
algumas vantagens na expressdo de proteinas, pois quando a fase de
crescimento celular ndo esta atrelada a fase de producdo, temos biomassa
acumulada antes de producdo da proteina. Dessa maneira evita-se estresse
por acumulo de proteina recombinante durante o crescimento, o que inclusive
permite a producdo de proteinas heterdlogas que séo toxicas para K. phaffii
(Ahmad et al, 2014).

No entanto, como este € um promotor que se baseia na utilizacdo do
metanol como fonte de carbono, uma substancia altamente inflaméavel e, por
consequéncia, indesejada para fermentacbes em larga escala, pois a
implementacdo de biorreatores requer grandes medidas de seguranca,

tornando o processo mais oneroso (Sehoon et al, 2013).

Devido a toxicidade do metanol para a K. phaffii e para o ser humano, é
mais vantajoso que a otimizacdo da levedura como sistema de expressao seja
baseada em outros promotores, induziveis ou constitutivos, especialmente
guando é direcionada a produtos alimenticios e farmacéuticos (Spohner et al,
2015).

A necessidade do metanol também néo se adequa a producédo continua
de proteinas recombinantes, pois o cultivo deve ser feito em bateladas. A
identificacdo de promotores fortes, constitutivamente expressos, de utilidade
comprovada em fermentacdes continuas, continua sendo uma meta importante

na industria de biotecnologia (Cankorur-Cekinawa et al, 2018)

Promotores constitutivos simplificam o manejo, preterindo o uso de
indutores potencialmente perigosos, e providenciam transcricdo continua do

gene de interesse (Cankorur-Cekinawa et al, 2018).

Waterham et al. (1997) caracterizaram o gene da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAP) de K. phaffii e mostraram que com o uso deste promotor
a producao de proteina heteréloga consegue atingir niveis semelhantes aos do

Paoxa.

O promotor Pgap € ativo continuamente em varias fontes de carbono,

incluindo glicose, glicerol, etanol e acido oleico (Juturu & Wu, 2018), mesmo

3



assim, é possivel observar um nivel de inducéo deste promotor quando a fonte
de carbono utilizada € glicose (Vogl & Glieder, 2013). Os niveis de mRNA do
GAP foram maiores nas células crescidas com glicose e diminuiram
aproximadamente dois tercos em glicerol, metade em acido oleico e um tergo

em metanol (Waterham et al, 1997).

O suprimento de oxigénio também mostrou afetar a producédo de
proteina heterdloga dirigida por Pcar. Em hipoxia a atividade especifica de trés
diferentes proteinas heterdlogas testadas foi aumentada significantemente,
enquanto o tempo de producdo foi diminuido. Nestes experimentos foi
observado que o metabolismo de K. phaffii altera-se de respiratorio para
fermentativo, indicando que condicdes hipdxias levam a uma regulacéo positiva

da transcricdo de genes da glicélise, como o GAP (Baumann et al, 2008).

O uso desse promotor ndo requer a adicdo de metanol, portanto ndo se
faz necessaria a troca de fonte de carbono durante a fase de crescimento e no
processo de inducdo. Essa caracteristica facilita a implementacdo do cultivo e
apresenta-se como uma O6tima opcdo para a execucdo em cultivo continuo
(Vassileva et al, 2000).

Recentemente, novos promotores constitutivos tém sido desenvolvidos e
estudados para K. phaffii como alternativa ao Pcap, COMO 0 promissor Pter1 que
ja foi estudado em varios fungos, como Ashbya gossypii, Aspergillus oryzae e
Yarrowia lipolytica, e apresentou uma expressao constitutiva forte, adequada
para a producédo de proteinas heterélogas (Vogl & Glieder 2013). O fator 1-a de
elongacdo é um componente crucial da maquinaria de tradu¢do em eucariotos,
fazendo a mediagéo da entrega de aminoacil tRNA ao ribossomo para manter a
elongacédo da cadeia de peptideos (Proud, 1994).

Em relagdo aos niveis de expressao para Pter1, foi observada forte
atividade promotora capaz de produzir proteinas recombinantes em niveis
semelhantes ou até mesmo superiores aos produzidos pelo Pgap, €
especialmente uma atividade promotora mais forte em sistema alimentado em

batelada com limitag&o de carbono (Ahn et al., 2007).



O promotor Pter1 de K. phaffii j& foi usado para expressédo de CALB e
eGFP com diferentes peptideos sinais (Liang et al,2013), lipase de Bacillus
stearothermophilus (Ahn et al.,2007), anticorpo humano Fab-3H6 (Cankorur-
Cekinawa et al., 2018) e HSA (Stadlmayr et al., 2010).

1.3. Uso de lipases na industria

De acordo com a definicdo atual, as lipases sdo enzimas que hidrolisam
os triglicerideos emulsionados. Devido ao amplo campo de aplicacdes
biotecnoldgicas dessas enzimas, essa definicdo esta se tornando insuficiente, e

uma nova e mais abrangente € necesséaria (Lopes et al., 2011).

Duas classes principais de hidrolases sdo de extrema importancia: as
esterases (EC 3.1.1.1, hidrolases de éster carboxilico) e as lipases (EC 3.1.1.3,

triacilglicerol hidrolases) (Bornscheuer, 2002).

As esterases hidrolisam preferencialmente ésteres simples e geralmente
apenas triglicérides compostos por acidos graxos com menos de 6 carbonos
(Bornscheuer, 2002).

As lipases sdo principalmente ativas contra substratos insolUveis em
agua, como os triglicerideos compostos por &acidos graxos de cadeia longa
podendo catalisar uma série de reacbes de sintese, além da hidrélise de
lipideos, como esterificacbes, transesterificacbes (acidolise, alcodlise e
interesterificacdo), amindlise (sintese de amidas) e lactonizacéo (esterificacdo
intramolecular) (Joseph, Rametek & Thomas, 2008).

As lipases também podem ser distinguidas das esterases pelo fenébmeno
de ativacdo interfacial, que é observado apenas para lipases (Bornscheuer,
2002). Elas exibem um subdominio mével chamado de tampa, que controla o
acesso das moléculas do substrato ao centro catalitico. Esse dominio é capaz
de adotar duas conformacdes distintas: fechada, quando o sitio ativo ndo esta
acessivel ao solvente e a lipase é, sobretudo, hidrofilica e aberta, revelando
uma grande superficie hidrofébica, o que torna a enzima ativa (Bordes et al,

2010). Esse rearranjo conformacional esta relacionado com o fenémeno da
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ativacdo interfacial e a concentracdo micelar critica do substrato (Jaeger &
Reetz, 1999).

A caracteristica mais proeminente das lipases como biocatalisadores
para a industria é sua elevada especificidade na formagdo de produtos e
propriedades de regio, quimio e enantiosseletividade (Joseph, Rametek &
Thomas, 2008).

O numero de lipases disponiveis aumentou desde os anos 80 e este
resultado vem principalmente dos enormes avancos biotecnoldgicos na
clonagem e expressdao de enzimas de microrganismos, mas também da
crescente demanda por estes biocatalisadores com aprimoramentos nas
propriedades de especificidade, estabilidade, pH e temperatura (Bornscheuer
et al, 2002).

Suas aplicacGes vao desde modificacbes de alimentos, formulacdo de
detergentes, uso nas industrias téxtil, de couro, papel, cosméticos e
farmacéuticos, como na producdo de biodiesel e biopolimeros e também no
pré-tratamento de efluentes contaminados por lipideos (Sharma, Chisti &
Banerjee, 2001). Uma detalhada revisdo com as mais variadas aplicaces das

lipases, entre outras enzimas, foi publicada em 2016 por Singh et al.

As lipases sdo produzidas por animais, plantas e microrganismos, mas
as lipases microbianas ganharam especial atencdo industrial devido a sua
estabilidade, seletividade e ampla especificidade de substrato (Dutra et al,
2008).

A maioria das lipases comercialmente importantes produzidas por
fungos sdo reconhecidas como pertencentes aos géneros Rhizopus sp.,
Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp
(Thakur, 2012).

A lipase fungica de Rhizomucor miehei (RML) é um biocatalizador

altamente versatil com aplicacdes laboratoriais e industriais.

Esta enzima extracelular de 31.6 kDa (GenBank accession No. AO2536)

foi descrita pela primeira vez em 1973, sendo a primeira lipase cuja estrutura



foi resolvida e, atualmente, duas formas da enzima, Palatase 2000 L na forma
livre e Lipozyme RM IM na forma imobilizada, estdo disponiveis

comercialmente pela Novozymes (Rodrigues et al, 2010).

Devido a sua forte especificidade, a RML tem sido amplamente utilizada
para a hidrélise e sintese de ésteres e em reacdes de transesterificacdo, e na

producao de lipidios estruturais (Palla, Pacheco & Carrin, 2012).

Entre as lipases produzidas por leveduras, estdo aquelas provenientes
principalmente dos géneros Candida sp, Pichia sp, Geotrichum sp e Yarrowia
lipolytica. As lipases de C. rugosa e Pseudozyma (Candida) antarctica tém sido

amplamente utilizadas em diferentes campos (Thakur, 2012).

A lipase de Pseudozyma antarctica (anteriormente conhecida como
Candida antarctica), CALB, foi primeiramente purificada a partir da secrecao de
isolados dos sedimentos do Lago Vanda, Victoria Land, na Antartica (Patkar et
al.,,1993). O wuso da lipase CALB em biocatdlise tem aumentado
constantemente nos ultimos anos, sendo uma das enzimas mais amplamente

utilizadas e estudadas (Yang et al, 2013).

Hoje, as lipases A e B dessa levedura pertencem aos mais importantes
biocatalizadores industriais, com numerosas aplica¢des na industria olequimica
e de polimeros, na industria téxtil, e na fabricacdo de biodiesel e detergente. A
excelente enantiosseletividade da CALB para uma ampla gama de compostos
quirais torna-a destaque entre o0s biocatalizadores mais aplicados (Kourist,
2014).

Desde que o gene foi inicialmente clonado, a CALB foi expressa com
sucesso em uma série de hospedeiros, como Escherichia coli, Aspergillus

oryzae e K. phaffii (Yang et al, 2013).



2. JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por lipases como biocatalisadores industriais tem
impulsionado o aprimoramento na producdo heteréloga dessas enzimas.
Dentre os sistemas de expresséo recombinante, a levedura K. phaffii destaca-
se por sua capacidade em alcancar altos niveis de densidade celular e de
secrecdo de proteinas com modificagbes poés-traducionais. No entanto, o
principal promotor usado para expressao de proteina € o Paoxi induzido pelo
metanol, substancia indesejada no cultivo em larga escala. Diante disso a
busca por novos promotores é essencial para o estabelecimento definitivo da
levedura para a producao de biocatalizadores. Entre os promotores destacam-
se aqueles de expressdo constitutiva pela possibilidade da producédo continua
de proteina heterdlogas, como Pcap € Pter1, em detrimento da producdo em

batelada que exige maior complexidade no manejo.



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O presente trabalho teve como objetivo geral construir vetores de
expressdo para a producdo em K. phaffi de duas lipases industriais
importantes, RML, de R. miehei, e CALB, de P. antarctica, sob controle dos

promotores constitutivos Pcap € Prer1.

Obijetivos especificos:

e Construir plasmideos integrativos com a expressao dos genes RML e
CALB baseada em Pcap € Prer1 utilizando o plasmideo pPICK2 como
base

e Transformar o vetor na levedura K. phaffii e selecionar clones que
expressem as lipases em meio contento tributirina

e Analisar a secrecdo das lipases em sobrenadante através de gel
desnaturante e zimograma

e Comparar a producéo de lipase entre os promotores testados



4. ESTRATEGIA

* Amplificacdo do gene RML por PCR overlap para retirada do sitio de restricdo Scal

*Clonagem do gene RML no plasmideo pPICK2

* Amplificacdo dos fragmentos Prgr; € Pgap; @ partir do DNA gendmico de K. phaffii X-33

*Clonagem de P+gg; € Pgapp NO vetor pPICK2RML originando pPICTEFRML e pPICGAPRML

*Construcéo dos vetores pPICTEFLIPB e pPICGAPLIPB a partir da retirada do gene RML e
clonagem do gene LIPB

* Transformacao em K. phaffii X-33

*Selecédo de clones secretores de lipase em tributirina

+ldentificacdo da lipase em zimograma e SDS-PAGE corado com Comassie

*Ensaio de atividade enzimatica em sobrenadante
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. MATERIAL
5.1.1. MICRORGANISMOS

e Bactérias:

Escherichia coli XL10-Gold (Agilent Technologies, EUA): Tetr
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMRmrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Hte [F" proAB laclq ZAM15 Tn10 (Tetr ) Amy Camr ]

Escherichia coli DH5a (NEB): fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginv44
®80A (lacZ)M15 gyrA96 recA1 relAl endAl thi-1 hsdR17

e Levedura:

Komagataella phaffii X-33 his4::HIS4 (derivada da linhagem GS115)
(Invitrogen, EUA).

5.1.2. MEIOS DE CULTURA

e Meio Luria-Bertani — LB
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v).

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio sélido, foi adicionado agar 2%
(p/v).

e SOB
Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCI 0,5 g/L
MgCl2 10 mM
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MgSO4 10 mM

Foram feitas solucdes de MgCl. e MgSO4 na concentragdo de 1 M e

filtradas com membrana de 0,22 um e foram adicionadas para a concentracao
final de 10 mM.

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

Para o meio solido, foi adicionado agar 2% (p/v).
MD (Meio Minimo com Dextrose)

YNB com sulfato de aménio 1,34% (p/v)
Biotina 4x10°% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Para o meio sélido, foi adicionado agar 2% (p/v)

MD agar com tributirina
YNB 10x 1% (p/v)
Biotina 4x10-°% (p/v)
Glicose 2%

Tampéo Fostato 100 mM
Tributirina 0,5%
Agar 2%

YPD é&gar com tributirina
Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)

Glicose 2% (p/v)

Agar 2%

Tampao fostato 100 mM
Tributirina 0,5%
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5.1.3.TAMPOES E SOLUCOES

Solucdes estoque para meios de cultura

e Solugdo YNB 10X com sulfato de amonio
YNB w/o Amino Acids/Ammonium Sulphate (Difco) 3,4% (p/v)
(NH4)2S04 10% (p/v)

Esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um.

e Glicose 20X
Glicose 40% (p/v)

e Biotina 500X
Biotina 0,02% (p/v)
Esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

e Tampéao Fosfato

KH2PO4 1M

K2HPO4 1M

Para 100 ml de tampé&o fosfato misturou-se 13,2 ml de Kz2HPO4 1 M com
86,8 ml de KH2PO4 1 M. O pH foi ajustado para 6,0 e 7,0.

Antibibticos

e Solucao de kanamicina (1000X)
Solugdo de kanamicina 50 mg/mL. Dissolvida em agua Milli Q e

esterilizada por filtracao.
e Solugéo de G418 (100X)

Solugédo de G418 50 mg/mL. Dissolvida em agua Milli Q e esterilizada

por filtragao

Solugdes para células bacterianas competentes
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e Tampéo de transformagao I
RbCI 12 g/L
MnCl2-4H20 9,9 g/L
Acetato de potassio 0,03 M
CaCl2:2H20 1,5 g/L
Glicerol 150 g/L

O pH foi ajustado para 5,8 com acido acético 0,2 M e, a solucao
esterilizada por filtracao.

Foi utilizado acetato de potéssio a partir da solucao estoque 1 M (pH 7,5)
ajustado com &cido acético glacial) esterilizada por filtragdo em membrana de
0,22 pm.

e Tampéao de transformacao Il
MOPS 0,02 M
RbCI 1,2 g/L
CaCl2 11 g/L
Glicerol 150 g/L

O pH foi ajustado com NaOH para 6,8 e a solucdo esterilizada por
filtrac&o.
Foi usada uma solucéo estoque estéril de MOPS 1 M com o pH ajustado

para 6,8 utilizando NaOH.
Solucdes para extracdo de DNA plasmidial (miniprep)

e Solugéo |
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

e Solucao Il
NaOH 0,2 M
SDS 1% (p/v)

Solucéo preparada no momento do uso.

14



e Solucgéao Il
Acetato de sodio 3 M
Acido acético 2 M

O pH foi ajustado para 5,0.
Solucdes para eletroforese em gel de agarose
e Brometo de Etidio EtBr 10 mg/mL
e Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 50X

Tris-Acetato 2 M
EDTA 0,05M (pH 8,0).

e Tampéo de amostra
Thermo Scientific 6X DNA Loading Dye

Solugdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
e Acrilamida:bisacrilamida (29:1)

Acrilamida 29% (p/v)

Bisacrilamida 1% (p/v)
e Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

e Tris-HCI1 M pH 6,8

e SDS 10% (p/v)

e Persulfato de aménio 10% (p/v) Armazenado a -20°C.

e Tampéo de amostra desnaturante 5X
Tris-HCI 60 mM pH 6,8
SDS 2% (p/v)
B-Mercaptoetanol 14,4 mM
Glicerol 25% (p/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
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e Tampéao de corrida Tris-Glicina 5X
Tris 16,7 g/L
Glicina 104,5 g/L
SDS 0,5% (p/v)

Solucéao pararevelacdo de Zimograma

e Solucéo para zimograma com MUF-butirato
MUF-butirato 100 pm
Tampao fosfato 50 mM pH 7,0

Revelacao de proteinas por coloracdo do gel com Azul de Coomassie

e Solugéo corante com Coomassie
Coomassie brilliant blue G-250 0,25% (p/v)
Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (p/v)

e Solucéo descorante
Metanol 30% (v/v)
Acido acético glacial 7% (p/v)

Solugbes para andlise de atividade enzimatica

e Solugcdo A
pNP éster 9,6x10°M

Isopropanol
e Solugcéo B
Tampao fosfato 50 mM pH 7,0
Goma Aréabica 1,11g/L
Triton X-100 4,44 g/L

e Solugéo C
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Misturar Solucéo B com Solucéo A na proporcédo 9:1

5.1.4. MARCADORES MOLECULARES

Para DNA

e Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)
e DNA Ladder 1KB PLUS (NEB)

e 1kb DNA Ladder (Promega)

e 1kb DNA Ladder (Sinapse)

Para proteina

e Unstained Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher)

5.1.5. ENZIMAS

Para PCR

e Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific)
e GoTag® DNA Polymerase (Promega)

Para ligacao

e Ligase T4 (NEB Biolabs)

Enzimas de restricdo

TABELA 1. Enzimas de restricdo utilizadas.

ENZIMA SITIO TAMPAO T (°C)
Slal CTCGAG NEB3 37
Not| GCGGCCGC NEB3 37

BstBI TTCGAA NEB4 65
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Balll
Pvul
Scal

Avrll

AGATCT

CGATCG

AGTACT

CCTAGG

5.1.6. VETORES

TABELA 2. Vetores utilizados.

NEB3

NEB3

NEB3

NEB4

37
37
37
37

Plasmideo Origem
pPICK2 Arruda et al, 2016
pKld-LIPB Construido no laboratorio,
anterior a este trabalho
PPiIrRML Cedido por Rodrigo Almeida
Volcan (UFRJ)
pPICK2RML Construido neste trabalho
pPICTEFRML Construido neste trabalho
pPICGAPRMI Construido neste trabalho
pPICTEFLIPB Construido neste trabalho
pPICGALLIPB Construido neste trabalho

5.1.7. OLIGONUCLEOTIDEOS

TABELA 3. Primers utilizados para amplificacdo do gene RML.

PRIMER SEQUENCIA (5'—3")
AlfaO-RML-F |GGGTGTCTCTCTCGAGAAGAGAGAAGCTGAAGCCTCTATCG
ACGGTGGTATCAGA
RML-1  |ATCAGTAATCCAGTATTCTTCTCCAGCGTGAAGGAAAC
RMLRec-R |ATGGTCGACGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGT
RML-2  |GAATACTGGATTACTGATAACTCCCCA
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TABELA 4. Primers utilizados para amplificacdo de Pter1 e Pcap

PRIMERS SEQUENCIA (5 —3)

GAPBSTB AATCTCATCGTTTCGAAATAGTTGTTCAATTGATTG
BGL2GAP TCATGAGATCAGATCTTTTTTGTAGAAATG

TEFBSTB AATCTCATCGTTTCGAACGAATAACTAAAATGTATG
BGL2TEF TCATGAGATCAGATCTATAACTGTCGCCTCTTTTATC

5.2. METODOS

5.2.1. Cultivo de microrganismos

Para bactérias a temperatura de cultivo foi de 37 °C e as leveduras
foram cultivadas a 28 °C. Para ambos os casos, a velocidade de agitacéo

usada foi de 200 rpm quando em meio liquido.

5.2.2. Preparacao de células bacterianas competentes

Células de E. coli XL10-Gold ou DH5a foram semeadas em meio LB
agar e incubadas a 37 °C durante a noite. Uma col6nia isolada foi inoculada em
10 mL de meio SOB em Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37 °C sob
agitacao por 16 h. Dois mililitros do pré-indculo foram inoculados em 100 mL de
meio SOB em um Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37 °C sob agitacdo por
aproximadamente 1 hora, até atingir a ODeoo necessaria de 0,3. A cultura foi
resfriada por 15 minutos em banho de agua e gelo para posteriormente, as
células serem coletadas através de centrifugacdo a 3.000 x g por 5 min a 4 °C.
O precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampédo de transformacao | e
incubado no gelo por 15 minutos. Em seguida, as células foram concentradas
por centrifugacdo sob as mesmas condi¢cdes e ressuspendidas em 4 mL de
tampéo de transformacdo Il. Ao final foram feitas aliquotas de 100 pL que

foram armazenadas a -80°C.

5.2.3. Transformacao bacteriana por choque térmico

Em uma aliquota de células competentes foram adicionados 10 pyL do
sistema de ligagdo. As células foram incubadas no gelo por 30 minutos e
posteriormente foram submetidas a choque térmico a 42 °C por 90 segundos.

Foram adicionados 900 uL de meio LB ao sistema, que foi incubado a 37 °C
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por 1 hora. As células foram semeadas em meio LB agar contendo 50 pg/mL

de kanamicina.

5.2.4. Extracao de DNA plasmidial em pequena escala

Para extracdo de plasmideos de células bacterianas em pequena escala
foi utilizado o protocolo descrito por Sambrook et al (2001), com adaptacoes.
Cinco mililitros de meio LB contendo o antibiético adequado foram inoculados
com uma colénia transformante e incubados a 37 °C por 16-18 horas sob
agitacao. Trés mililitros da cultura foram coletados por centrifugacédo a 10.000 x
g por 2 minutos e o precipitado de células foi ressuspendido em 200 yL de
solugdo |I. Em seguida, foram adicionados 360 pL de solucdo Il recém-
preparada; a mistura foi homogeneizada por inverséo e incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 300 pL de solugéo
lIl gelada, a mistura homogeneizada e incubada no gelo por 5 minutos. Apos
esse tempo a amostra foi concentrada por centrifugagcdo a 10.000 x g por 5

minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750
ML de isopropanol. A mistura foi homogeneizada por inversdo e submetida a
centrifugacédo a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 200 pL de solugédo |. Em seguida, foram
adicionados 110 uL de acetato de amoénio 7,5 M e a mistura homogeneizada

vigorosamente seguindo-se centrifugac¢do a 10.000 x g por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750
ML de etanol 100% gelado. Apds centrifugagéo a 10.000 x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 70%

seguido de uma nova centrifugacdo a 10.000 x g por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o0 excesso de etanol foi seco a

temperatura ambiente.

O precipitado foi ressuspendido em 50 uL de agua Milli Q contendo
RNase A (0,1 mg/mL) e incubado a 37 °C por 15 minutos. O DNA foi

armazenado a -20 °C
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5.2.5. Extracao de DNA plasmidial em grande escala

Foi utilizado o kit de extracdo de plasmideo Wizard Plus Midipreps DNA

Purification System da Promega, de acordo com as indicacdes do fabricante.

5.2.6. Andlise de DNA por eletroforese

A andlise de DNA por eletroforese foi feita de acordo com Sambrook et
al (2001), com adaptacdes. O gel foi feito utilizando tamp&o TAE 1X com uma
concentracdo de 1% de agarose e 0,5 pg/mL de brometo de etidio. As
amostras foram aplicadas no gel e submetidas a uma diferenca de potencial
provocando a migracdo e separacdo dos fragmentos de DNA. A visualizacdo

de bandas foi feita com a exposicao do gel a luz ultravioleta.

5.2.7. Purificacao e eluicdo de DNA

A purificagdo de DNA proveniente de reacdes de PCR, assim como de
bandas provenientes de géis de agarose, foi feita com o kit Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega, EUA) seguindo as orienta¢des do fabricante.

5.2.8. Precipitagao de DNA

O DNA foi precipitado adicionando acetato de so6dio para uma
concentracdo final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado. Apos
incubacéo a -20 °C por 16 horas, o sistema foi coletado por centrifugacédo a
10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado duas vezes com 500 yL de etanol 70% por centrifugagdo a 10.000 x g
por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e depois de completamente seco

o precipitado foi ressuspendido em 10 uL de agua Milli Q.

5.2.9. Transformacéo em K. phaffii com alta eficiéncia

A transformacédo por eletroporacdo foi realizada de acordo com
Letvhworth et al (2004). As células foram semeadas em YPD agar com o

antibiético de selecao.

5.2.10. Extracdo de DNA total de leveduras para PCR

Protocolo realizado de acordo com Looke et al (2011) com modificagoes.

Uma colbnia isolada foi ressuspendida em 100 yL de solucéo de lise (acetato
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de litio 200 mM e SDS 1% foram utilizas solucéo estoque de acetato de litio 2M
e SDS 10%). Foram incubadas a 70°C por 15 minutos. Depois, adicionou-se
300 uL de etanol 100% e a amostra foi submetida a agitagédo vigorosa. Apds
centrifugagdo a 15000 x g por 3 minutos, o precipitado foi lavado com etanol
70% e dissolvido em 100 pL de agua. Utilizar 1 yL da solucéo para a PCR.

5.2.11. Curva de crescimento

Foram feitos pré-indculos em 500 pL de meio MD liquido em placa tipo
“‘deep-well”, crescidos por 24 horas sob agitacdo a 28 °C. A analise de
crescimento de levedura foi entdo realizada com o Espectrofotbmetro de
Microplacas Epoch™ (BioTek) em placas de 96 pocgos, utilizando 200 pyL de
meio MD, a 28°C sob agitacdo durante 96 horas. As leituras em 600 nm foram

feitas a cada 2 horas.

5.2.12. Crescimento e expressao de proteinas em frasco

Uma coldnia da levedura foi inoculada em 5 mL de meio YPD e incubada
a 28 °C por 16 h. O volume apropriado dessa cultura foi inoculado em 100 mL
de meio YPD para comecar a expressao com uma OD600 de 0,05. A nova
cultura foi incubada a 28 °C durante 72 horas e amostras foram coletadas a
cada 24h de crescimento e a ODsoo era medida. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi recuperado

para 0s ensaios enzimaticos.

5.2.13. Precipitacdo de proteinas com TCA

As proteinas presentes no sobrenadante foram precipitadas com 250 uL
de TCA 100% adicionados a 1 mL do sobrenadante. A mistura foi incubada a -
20 °C durante a noite para depois ser centrifugada a 14000 x g por 15 minutos.
O precipitado foi lavado duas vezes com acetona 100%. Ao final, o precipitado
foi ressuspendido em 10 pL de tampéo de amostra 5X, diluido em Tris-HCI 1,5
M (pH 8,8) para 1X, e fervido por 5 minutos em banho seco para aplicagdo em

gel de poliacrilamida desnaturante SDS PAGE.

5.2.14. Analise de proteina por eletroforese em SDS PAGE 15%
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Para separacdo eletroforética de proteinas foi utilizado o sistema SDS-
PAGE na concentracdo de 15%. Foi utilizado um sistema de cubas verticais de
eletroforese (BioRad, EUA). A corrida eletroforética foi conduzida em tampao
1X com uma voltagem inicial de 80 V e depois de 200 V.

5.2.15. Zimograma para lipase com MUF-butirato

Apos a eletroforese em SDS PAGE, incubar o gel em solugéo Triton
100-X 2,5% (p/v) a 25 °C por 30 minutos, sob agitacdo. Passados os 30
minutos lavar brevemente com tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0) e cobrir com
substrato MUF-butirato 100 mM. As bandas podem ser visualizadas em luz UV

em menos de 15 minutos de reagéao.

5.2.16. Visualizac&o de proteinas com corante Comassie Blue

O gel foi incubado na solugcdo corante por no minimo 1 hora sob
agitacdo, seguido de incubacdo na solucdo descorante, sob agitacdo, até o

aparecimento das bandas.

5.2.17. Ensaio enzimatico

Realizada de acordo com a metodologia descrita por Winkler e
Stuckmann (1979) com modificagcbes, conforme descrito abaixo. O método de
ensaio colorimétrico foi adaptado para utilizacdo de microplacas ao invés de
cubetas para a leitura. O pNP butirato € diluido em isopropanol para a solucdo
A estoque e, para a realiza¢do do ensaio, € adicionada numa proporcéo de 1:9
na solucédo B a base de tampao fosfato pH 7,0, goma arabica e Triton 100-X .
Cento e oitenta microlitros de Solugdo C (solucdo A mais solucdo B) foram
adicionados com pipeta multicanal em 20 microlitros de sobrenadante. A leitura
foi feita no modo Cinética Enzimatica, de coluna em coluna, cada 20 segundos
durante 10 minutos, no SPECTRAmax® (Molecular Devices) a 40°C . A
atividade foi calculada comparando os valores da amostra com a curva padréo
plotada com diferentes concentragcbes de p-nitrofenol. Uma unidade de
atividade lipolitica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 ymol de pNP por minuto nas condi¢cdes do ensaio. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata para analise estatistica.

5.2.18. Andalise de dados
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Os dados coletados para a curva de crescimento e atividade enziméatica
foram analisados no Excel do Microsoft Office 365 Home e GraphPad Prism
8.0.1
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Construcao do sistema de expressao

Para expressdo de proteinas heter6logas em K. phaffi € muito
importante o desenho adequado de um sistema recombinante que inclui, além
da escolha da linhagem hospedeira, o plasmideo, promotor, marca de sele¢édo
e peptideo sinal, pois todos esses fatores alteram-se com a proteina de

interesse a ser expressa, e sua aplicacéo final (Juturu & Wu, 2018).

O plasmideo utilizado para a realizagdo deste trabalho foi o pPICK2 (Fig.
1), um vetor integrativo que possui um fragmento de 620 pb do promotor Ppck1
de K. phaffii.

A marca de selecdo para bactéria e levedura usada foi gene kan,
expresso pelo Pter1 de Saccharomyces cerevisiae. Embora contribua para o
aumento do tamanho do plasmideo, esta marca oferece a vantagem de permitir
0 uso dos antibidticos kanamicina e G418 para a propagacdo de vetores
bacterianos e para transformacdo em leveduras, respectivamente. Esses
antibioticos sdo mais baratos que a zeocina, marca de selecdo dominante
geralmente presente nos plasmideos comerciais. Além disso, 0s
transformantes de levedura portadores de mdultiplos vetores integrados podem
ser identificados por triagem de clones resistentes as concentracfes

progressivamente mais altas de G418 (Arruda et al, 2016).

Quando clonado no sitio de Xhol presente em pPICK2, o sinal de

secrecao fator-a de S. cerevisiae, otimizado para K. phaffii, € regenerado.
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BglII (1)

Pvul (213)

BstBI (626)
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Xhol (877)

pd

CYC1 terminator

(AOX1 terminator]

EM7Y promoter

FIGURA 1. Mapa do vetor pPICK2. Os principais sitios de restricdo estédo indicados.
Ori: origem de replicagéo; Ppcki1: promotor da fosfoglicerato quinase de K. phaffii para
a transcricdo de proteina heteréloga; fa-PRO: sinal de secrecdo de S. cerevisiae
otimizado para K phaffii; 6xHis: Cauda de histidina; AOX1 terminator: terminador da
transcricdo do gene AOX1; Prer1: promotor do fator de elongagéo da traducdo de S.
cerevisiae para transcricdo da marca de selegcdo para levedura; EM7 promoter:
promotor da transcricdo da marca de selecdo em bactéria; KanR: marca de selecao
dominante; CYCL1 terminator: terminador da transcrigdo do gene CYCL1.

6.2. Montagem do gene RML por PCR overlap para retirada do

sitio de Scal

O gene que codifica para RML possui um sitio de Scal que também esta
presente no fragmento do promotor TEF1. Este sitio de restricdo sera usado na
linearizacéo do vetor e integracdo do fragmento na regido do promotor do TEF1
nativo de K. phaffii. Para a retirada deste sitio no gene RML, foram construidos
4 primers que amplificam o fragmento correspondente presente no plasmideo
pPiIrRML.

Os pares de primers utlizados foram AlfaO-RML-F com RML-1
originando um fragmento de 713 pb e, RML-2 com RMLRec-R que amplifica
um fragmento de 186pb. Esses fragmentos passarao a servir de primers para a
amplificagdo da RML a partir do plasmideo retirando o sitio de Scal, pois 0s

primer RML -1 e RML-2 possuem uma regido de homologia que substitui
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apenas uma base, destruindo o sitio de Scal, sem alterar o aminoacido

codificado (Fig. 2). Como produto foi obtido um fragmento de 880pb (Fig. 3).

200" 400! 600" 800!

RMLRec-R

RML 2 713
879 bp
1 825
2 186
OVERLAPT :
EXTENSION Overlap and amplify Overlap and amplify
Pcr|2.. 713 2..186
2 186
2 713
Fragment 1 F'a?;;'be;“ 2
713 bp
Amplify Pcr Amplify
PCR|; '¢7s 664 .. 829
AlfaO-RML-F RML-1 RML-2
1 — 6751 6641 826~
e RML

FIGURA 2. Estratégia de PCR overlap para amplificacdo de RML. Os quatro primers
participam de uma mesma reacao. Amplificando fragmentos do gene, um com 713 pb
e outro com 186 pb. Estes passam a agir como primers, anelando-se ao vetor, que
contém o gene RML, amplificando o fragmento desta vez por inteiro.

FIGURA 3. Amplificagdo do gene RML. Gel de eletroforese 1% para identificagdo da
banda correspondente a RML, fragmento de aproximadamente 880pb. Marcador

utilizado Tracklt 1 kb Plus ThermoFisher.
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Para a clonagem de RML no plasmideo pPICK2 foi utilizada a técnica de
recombinacdo homologa in vivo, em células de E. coli DH5a.

A maneira classica de construir plasmideos recombinantes € através da
preparacao in vitro, sendo a etapa de transformagédo apenas uma forma de
amplificagdo do vetor. A montagem precisa de sequéncias de DNA em
plasmideos € uma tarefa essencial na pesquisa em biociéncia, mas, embora
varias técnicas de clonagem molecular tenham sido desenvolvidas, muitos
desses métodos requerem reagentes caros especiais ou procedimentos

experimentais trabalhosos que limitam sua aplicagéo.

Uma abordagem diferente seria explorar a maquinaria enzimatica
intracelular natural para produzir moléculas de DNA recombinante (Bubeck,
Winkler & Bautsch1993).

Fragmentos de PCR e vetores lineares contendo extremidades
sobrepostas podem ser montados em um plasmideo por recombinacao
homéloga em E. coli. Embora essa abordagem de clonagem de reparo seja
direta, sua existéncia é praticamente desconhecida para a maioria dos biélogos

moleculares (Jacobus & Gross, 2015).

Em 1985 Watt et al descreveu que, para realizacdo de recombinacao
com sucesso em E. coli, faz-se necessario um minimo de aproximadamente 20
pares de bases completamente homdlogas em um segmento, e que ha um
aumento exponencial na frequéncia de recombinacdo quando o comprimento
do DNA homélogo é aumentado de 20 pares de bases para 74 pares de bases,
e um aumento aparentemente linear com segmentos de DNA ainda mais

longos.

No entanto, oligonucleotideos longos adicionam uma carga significativa
na preparagdo do fragmento de DNA. Além de aumentarem o custo do primer,
também pode gerar erros na sequéncia do oligonucleotideo sintetizado e
fragmentos de DNA indesejados. De acordo com Huang, Spangler & Huang
(2017) oligonucleotideos com 25 pb de homologia sdo recomendados para

clonagem in vivo geral, embora possam ser utilizadas extremidades homoélogas
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tdo curtas quanto 9 pb de homologia para a clonagem de até dois fragmentos

de DNA em plasmideos pequenos.

Em E.coli DH5a a amplificagdo estavel do DNA é assegurada pela
eliminacao da atividade da endonuclease ndo especifica | (endAl) e a atividade
de recombinacdo do DNA (recAl) é reduzida nessas células. As cepas de E.
coli debilitadas para recombinacdo, no entanto, retém atividade de
recombinase suficiente para montagem in vivo de fragmentos de DNA com

extremidades homélogas (Huang, Spangler & Huang 2017).

Com uma relacdo de inserto para vetor de 2:1, maiores numeros de
formacéo de colbnia sédo obtidos quando a quantidade de vetor esta na faixa de
100 a 250ng (Jacobus & Gross, 2015).

Essa técnica foi demonstrada com sucesso em trabalhos onde foram
testadas diferentes variaveis envolvidas no processo, desde o numero de
bases homodlogas minimas para uma melhor eficiéncia (Huang, Spangler &
Huang, 2017; Bubeck, Winkler & Bautsch, 1993), quantidade de fragmentos a
serem ligados (Jacobus & Gross, 2015; Cao et al, 2014) e tamanho do

plasmideo (Huang, Spangler & Huang 2017; Jacobus & Gross, 2015).

Para a clonagem do gene RML, o vetor foi linearizado com as enzimas
Xhol e Notl (Fig. 4. e 5.). Os oligonucleotideos usados para sua amplificacdo
adicionaram, em cada extremidade, 15 pb de homologia em relacdo ao
plasmideo pPICK2. Para a reacao de ligacdo em 20 pL de volume total, foram
adicionados inserto e vetor na proporcao de 2:1, sendo a quantidade de vetor
na faixa de 100 ng. Para a transformagéo em E. coli DH5a foram utilizados

apenas 5 |L dessa reacao.
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[CYC1 terminator! Xhol (877)
pPICK2RML
4457 bp
NotI (1730)
6xHis
[EM7 promoter [AOX1 terminator]

FIGURA 4. Mapa do plasmideo pPICK2RML. Os principais sitios de descricao estdo
indicados.

3Kb

1Kb

FIGURA 5. Digestao do plasmideo pPICK2RML com Xhol e Notl. Amostras de DNA
foram analisadas em gel de agarose 1%. M - Marcador DNA Ladder NEB 1 kb PLUS;
1 - Plasmideo pPICK2RML intacto; 2 - plasmideo pPICK2RML digerido com Xhol e
Notl apresentando uma banda menor que 1 kb, correspondente ao gene RML, uma
banda entre 3 kb e 4 kb corresponde ao vetor sem o gene RML e uma banda de mais

de 4 kb indicando digestéo incompleta do plasmideo.

6.3. Construcao dos vetores pPICTEFRML e pPICGAPRML
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Foram construidos vetores contendo cada um dos promotores avaliados,
Pter1 e Peap, substituindo-se o Ppek1 No vetor pPICK2RML pela digestédo dos
sitios Bglll e Bstbl (Fig. 6) .

FIGURA 6. Digestao do plasmideo pPICK2RML com BstBI e Bglll. M: 1Kb Plus; 1-
pPICK2RML intacto; 2:pPICK2RML digerido com Bglll e 3-pPICK2RML digerido com
BstBI.

O plasmideo pPICK2RML foi digerido com BstBl e o produto foi
precipitado para retirada do tampédo. Depois foi submetido a uma segunda
digestdo com Bglll, e o fragmento foi purificado do gel.de agarose.

O plasmideo resultante, pPICRML, foi usado para a clonagem dos

fragmentos dos promotores Prer1 € Pcapi.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAP) é uma enzima chave na
glicolise, sendo o Pcapr um forte promotor constitutivo (Zhang et al, 2009). Este
promotor foi isolado por Waterham em 1997 e desde entdo tem sido usado
para expressao constitutiva de algumas proteinas heter6logas. A empresa
Invitrogen comercializa vetores de expressdo baseada no Pgap, tanto para a

producdo de proteinas intracelulares, quanto para proteinas secretadas.

Algumas lipases foram expressas em K. phaffii sob o controle deste
promotor, como as lipases de Thermomyces dupontii (Wang et al, 2019), de
Leishmania major (Ayed et al, 2017) e de Pseudozyma antarctica (Liang et al,
2013). Alguns autores relataram que Pcap é mais eficiente que Paox: para

expressao de proteinas heterdlogas (Zhang et al, 2009).
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O promotor Prer1 de K. phaffii ja foi utilizado com sucesso na expresséo
das lipases de Bacillus stearothermophilus e P. antarctica (Ahn et al, 2007;
Liang,et al 2013). No trabalho desenvolvido por Ahn et al (2007) em que a
sequéncia de Pter1 foi isolada, sequenciada e testada em comparagcdo ao
promotor Pcap, 0 Prter1 demonstrou caracteristicas de expressdao mais
estreitamente associadas ao crescimento da levedura do que em relacdo ao
Pcap, € 0s niveis de expressdo apresentaram uma forte atividade promotora
capaz de produzir proteinas recombinantes em niveis semelhantes ou

superiores aos produzidos pelo Pgap.

A partir do DNA gendmico de K. phaffii X-33 foram amplificados
fragmentos dos promotores Prer1 € Pcapi, utilizando a polimerase Tag Platinum
High Fidelity (Fig. 7). Os primers foram desenhados de maneira que 0s
produtos de PCR tivessem, em cada extremidade, no minimo 15 pb de
homologia com a regido de integracdo no plasmideo para possibilitar a

recombinacao in vivo.

GAR L& TEE{" S

—t . — 500 pb

FIGURA 7. Amplificacdo de Prer1 € Peap por PCR. Os amplicons representando os
promotores Prer1 (485 pb) e Pear (511 pb) foram analisados em gel de agarose 1%.
Marcador 1Kb (SINAPSE).
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Os fragmentos de TEF1 e GAP foram clonados in vivo em DH5a por
recombinacdo homodloga, originando os vetores pPICTEFRML (Fig. 8) e
pPICGAPRML (Fig. 9).

(3897) Scal

pPICTEFRML

NotI (1104)
4258 bp

6xHis

CYC1 terminator [AOX1 terminator

EM7 promoter

FIGURA 8. Mapa do vetor pPICTEFLRML. Estdo indicados os sitios de restricdo Xhol
e Notl para clonagem de proteinas recombinantes, e o sitio de restricdo Scal para
linearizacdo e integracé@o do vetor no Prer1 hativo.
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(4021) Avril

6xHis
NotI (1104)

pPICGAPRML
4316 bp

[AOX1 terminator]

[CYC1 terminator]

[EM7 promoteri

FIGURA 9. Mapa do vetor pPICGAPRML Estao indicados os sitios de restricao Xhol e
Notl para clonagem de proteinas recombinantes, e o sitio de restricdo Avrll para
linearizacédo e integracé@o do vetor no lécus Pgap nativo.

As constru¢cBes foram confirmadas pela linearizacdo dos plasmideos
extraidos por minipreparacdo caseira, na regido do promotor (Fig. 10). Para
pPICK2RML foi usada a enzima Pwvul, para pPICGAPRML, Avrll e, para

pPICTEFRML, Scal.
M 1 2 3 B
5Kb
4Kb

FIGURA 10. Linearizacdo dos plasmideos pPICGAPRML e pPICTEFRML. 1-
pPICGAPRML intacto; 2-pPICGAPRML digerido com Avrll; 3-pPICTEFRML intacto e
4-pPICTEFRML digerido com Scal (digestdo incompleta). Marcador 1kb ladder
PROMEGA.
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6.4. Construcao dos vetores pPICTEFLIPB e pPIGAPLIPB

Com a construgdo dos vetores com os promotores correspondentes, 0s
plasmideos foram utilizados para a clonagem do gene para LIPB. Retirando-se
0 gene RML pela digestdo dos sitios de Xhol e Notl, e purificando a banda
correspondente ao plasmideo sem o gene da proteina, obtivemos os vetores
pPICTEF com 3378 pb e pPICGAP de 3436 pb (Fig. 11).

M 1 2 3 B

4Kb
3Kb

FIGURA 11. Andlise de restricdo dos vetores. 1 - pPICTEF digerido; 2 - pPICTEF
intacto; 3 - pPICGAP digerido e 4 - pPICGAP intacto. M - Marcador Tracklt 1 kb Plus.

O gene LIPB, com codon otimizado para K. phaffii, foi retirado do
plasmideo pKld-lipb pela digestdo dos sitios de Xhol e Notl. O fragmento foi
purificado por banda de gel (Fig. 12) utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR

clean-up system.

1Kb

FIGURA 12. Purificacdo do fragmento correspondente ao gene LIPB. Fragmento
identificado por banda de aproximadamente 1Kb. M - Marcador Tracklt 1Kb Plus.
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Com a enzima ligase T4, o gene LIPB foi clonado nos plasmideos
pPICGAP (Fig.13) e pPICTEF (Fig.14), e transformados em E.coli XL-10-Gold.
Os clones transformantes foram selecionados em kanamicina para extracao de

plasmideos por minipreparacao caseira.

As construcfes foram confirmadas pela digestdo dos plasmideos com

Xhol e Notl (Fig. 15) .

(4147) AvrIl

pPICGAPLIPB
4442 bp

A NotI (1230)
6xHis

CYC1 terminator
/AOX1 terminator]

EM7 promoter

FIGURA 13. Mapa do vetor pPICGAPLIPB. Somente s sitios de restricdo relevantes
estdo indicados.
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(4023) Scal Xhol (251)

pPICTEFLIPB
4384 bp

Y NotI (1230)
6xHis

'AOX1 terminator

CYC1 terminator

EM7 promoter

FIGURA 14. Mapa do vetor pPICTEFLIPB. Somente o0s sitios de restricdo relevantes
estdo indicados.

4Kb
3Kb

1KDb

FIGURA 15. Analise de restricdo dos vetores pPICTEFLIPB e pPICGAPLIPB. 1 -
pPICTEFLIPB intacto; 2 - pPICTEFLIPB digerido com Xhol e Notl; 3 - pPICGAPLIPB
intacto e 4 - pPICGAPLIPB digerido com Xhol e Notl. M- Marcador 1Kb Plus
(ThermoFisher).

Confirmadas as construcdes dos vetores, foram realizadas

midipreparacdes para extracao de grande quantidade de plasmideo necessaria
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para a transformacdo em levedura com o uso do kit de extracdo Wizard Plus

Midipreps DNA Purification System.

6.5. Transformacao de K. phaffii e triagem de clones secretores de
lipase
Como na maioria das leveduras a transformagcao com vetores circulares
resulta na ocorréncia de transformantes com baixa eficiéncia, variando de
aproximadamente 1 a 50 coldnias por ug de DNA (Klinner & Schafer, 2004), os
vetores foram linearizados na regido do promotor para integracdo por

recombinacdo homologa em K. phaffii.

Os cassetes de expressdao contendo o gene de interesse séao
tipicamente integrados no genoma para a obtencdo de clones recombinantes
(Vogl & Glieder, 2018). O DNA linearizado, resultando em cassetes do tipo
ends-in, pode gerar transformantes estaveis de K. phaffii via recombinacgéo
homologa entre o DNA transformador e regibes de homologia dentro do

genoma (Cregg et al, 2001.)

Em contraste com o organismo modelo S. cerevisiae, em K. phaffii, &
mais dificil a integracdo especifica de cassetes em um locus desejado no
genoma. Em S. cerevisiae, extremidades curtas de aproximadamente 50pb
flanqueando os cassetes de expresséo sao suficientes para alcancar perto de
100% de integracao correta. Em K. phaffii, mesmo extremidades de 500 kb de
tamanho podem resultar em apenas 1 a 30% de integracdo especifica (Vogl &
Glieder, 2018).

A baixa eficiéncia de transformacao tem sido aceita como inevitavel para
vetores de K. phaffii, pois o plasmideo deve entrar na célula da levedura e se
integrar em locais especificos no cromossomo hospedeiro, um processo

inerentemente ineficiente (Wu & Letchworth, 2004) .

Para tentar contornar esse entrave, foi utilizado o protocolo de
transformacao de alta eficiéncia desenvolvido por Wu & Letchworth (2004) que
descobriram que a eficiéncia de transformacéao em K. phaffii, assim como em S.

cerevisiae, também pode ser aumentada aproximadamente cerca de 150 vezes
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guando as células sdo tratadas com acetato de litio e DTT antes da

eletroporacao.

As células foram semeadas em YPD com G418 (350 pg/mL). As
colénias que cresceram foram isoladas em uma nova placa de YPD com G418
na concentracdo de 500 pg/mL.

Para triagem de clones produtores de lipase, foram plaqueados em MD-
tributirina e selecionados através da formacao de halo transparente em volta da
colénia. Foram obtidos mais de 150 clones positivos para as construcdes
pPICGAPLIPB e 19 clones para pPICTEFLIPB (Fig. 6A, B e C).

Os clones pPICTEFRML né&o cresceram em MD-tributirina portanto, para
triagem de transformantes, foram plagueados em YPD-tributirina, sendo

possivel a sele¢édo de 10 clones através da formacao de halo (Fig. 6D).

FIGURA 16. Andlise da expresdo de lipase em placa. A producdo de lipase é
observada em clones transformados de K. phaffii que apresentam um halo em torno
da colénia. A — pPICGAPLIPB, B — pPICGAPLIPB, C - pPICTEFLIPB, D -
pPICTEFRML.
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Alguns dos clones pPICTEFRML secretores, apresentaram uma
morfologia crenulada (Fig. 16D), diferente da levedura selvagem. Segundo
(Schwarzhans et al, 2016) diferencas na morfologia podem indicar deficiéncias
no crescimento, muitas vezes devido a interrupcdo de algum gene,
consequéncia da integracdo fora da regido-alvo por juncdes ndo-homologas
(NHEJ).

Schwarzhans et al (2016), estudando clones morfologicamente
anormais, derivados de um experimento anterior, encontrou que, a integracao
do cassete em regides aleatérias do genoma, sem regides homdlogas com o
vetor, levou a interrupcdo de um gene para uma proteina relacionada a
organizagdo do citoesqueleto. Observou em outro caso que, mesmo com a
integracdo correta do cassete no l6cus AOX1 e expressdo da proteina de
interesse, o AOX1 nativo excisado nédo foi degradado e, ao invés, realocou-se
do cromossomo 4 para 0 cromossomo 2, causando a interrupgdo de um gene

que codifica para uma proteina de resposta ao estresse oxidativo.

O fato de ndo crescerem em meio minimo também pode indicar alguma

mutagao nao identificada que ocorreu durante a construgéo da linhagem.

Alguns clones de pPICTEFRML, apesar de crescerem em antibiotico,
nao foram capazes de produzir halo transparente em tributirina. Os clones
pPICTEFRML 1,2,3, 5 e 10 foram submetidos a extracdo rapida DNA de
levedura para a realizacdo de PCR que confirmasse a presenca do gene RML.
Somente houve amplificacdo da sequéncia correspondente para os clones 2 e
3.
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1Kb
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FIGURA 17. Identificacdo do gene RML por PCR em clones transformados. A)
Utilizando um par de primers para RML que amplifica uma regido de 713 pb e B)
amplificagdo com um par de primers que amplifica a RML por inteiro representada por
uma banda de 880 pb. 1 - Controle negativo da PCR; 2 - Clone 1; 3 - Clone 2; 4 -
Clone3; 5-Clone 5 e 6 - Clone 10. Marcador 1 kb DNA Ladder (Sinapse).

Um problema comumente encontrado ao expressar proteinas em K.
phaffii € a ocorréncia de falsos positivos, ou seja, clones que tém a capacidade
de crescer em altos niveis de antibidticos, mas expressam pouca ou nenhuma

proteina recombinante (Joan Lin & James M, 2000; Norden et al, 2011).

Falsos positivos podem ocorrer no processo de amplificacado vetorial
pés-transformacao (PTVA), por aumentar o nimero de coépias do fragmento
contendo o gene de resisténcia flanqueado por dois bracos homologos, e ndo
necessariamente 0 vetor inteiro com a proteina de interesse, como
demonstrado por Jiao et al (2018) estudando as diferentes formas de
integracdo entre regides homologas de um vetor usando a lipase de Rhizopus

oryzae como gene reporter.

Até o momento a proteina RML s6 havia sido expressa em K. phaffii
utilizando o promotor AOX1 (Huang et al, 2014; Cai et al, 2017 e Han et al,
2009) e também com transcricdo combinada com AOX1 e GAP1 (He et al,
2015). E a primeira vez que a expresséo da lipase é realizada com o promotor
TEF1 de K. phaffii (Fig. 16D e Fig. 17A e B).

O cultivo dos clones pPICTEFRML estd sendo otimizado para a

deteccdo da RML em sobrenadante.
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Foram selecionados trés clones de cada construcdo para os demais
experimentos: pPICGAPLIPB 34, pPICGAPLIPB 125, pPICGAPLIPB 154,
pPICTEFLIPB 1, pPICTEFLIPB 12, pPICTEFLIPB 19.

6.6. Curva de crescimento em YNB-glicose

Para avaliar se havia diferenca na velocidade de crescimento foram
selecionados 3 clones de cada sistema e feita uma cinética de crescimento em
MD. O crescimento foi comparado com o da levedura X-33. O grafico mostra as
curvas de crescimento com valores de em ODsoo nm em fungéo do tempo (Fig.

18)
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FIGURA 18. Curva de crescimento. Crescimento de clones transformados com os
vetores pPICGAPLIPB e pPICTEFLIPB e a levedura selvagem K. phaffii X-33 em meio
MD contendo glicose. A leitura de ODego foi feita em equipamento EPOCH durante 98
horas a 28 °C com medicdes de 2 em 2 horas. O experimento foi realizado em
triplicata técnica para cada triplicata bioldégica, em meio MD.

A curva de crescimento originada mostra que os clones recombinantes e
a levedura selvagem X-33 atingem O.D.soo maxima apdés 24h de cultivo e
estabiliza-se antes de 48h. Os clones recombinantes apresentam curvas de
crescimento, mas ndo atingem a mesma 0O.D.soo maxima que a levedura
selvagem o que pode ser atribuido ao fato de haver uma sobrecarga

metabdlica devido a expressao dos genes heterélogos.
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6.7. Andlise em SDS-PAGE 12% e Zimograma

Para confirmar a presenca da lipase no sobrenadante, foi feita uma

eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (Fig. 19).

pPICTEFLIPB 12 pPICGAPLIPB 34
M X-33 24h 48h 72h 24h  48h T72h CALB

pPICTEFLIPB 1 pPICGAPLIPB 154
~ M X-33 24h  48h 72h 24h 48h T72h CALB

pPICTEFLIPB 19 pPICGAPLIPB 125

M X33 24h 72h 48h 24h 48h 72h CALB

35KDa
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FIGURA 19. Analise de proteinas secretadas dos clones recombinantes. Andlise
feita por SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant Blue. Os clones foram
cultivados em meio YPD durante 72 h a 28 °C e 200 rpm. M: Marcador Unstained
Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher). CALB padrdo (10 uyL). A banda
correspondente a LIPB é a de ~37 kDa e a de CALB padrao ~35 kDa. A levedura
selvagem X-33 foi utilizada como controle negativo.

O tamanho da proteina desnaturada secretada tanto por pPICTEFLIPB
quanto pPICGAPLIPB apresentaram-se ligeiramente maior que o padrao CALB
utilizado neste trabalho. Este aumento na massa da proteina muito

provavelmente € devido a glicosilacao.

A glicosilacdo é um dos eventos criticos de processamento poés-
traducional na sintese de proteinas, e a sua importancia no dobramento de
proteinas, montagem de oligbmeros, estabilidade estrutural, transducdo de
sinal especifica, processos de reconhecimento e secre¢cdo de glicoproteinas,
tem sido bem documentado (Jenkins, Parekh & James, 1996)

Em K. phaffii, as cadeias oligossacaridicas ligadas as proteinas sdo mais
curtas, de 8 a 14 residuos de manose, do que em S. cerevisiae que tem de 40
a 150 residuos (Li et al, 2007).

O tamanho esperado da lipase nativa de P. antarctica é de
aproximadamente 33 kDa, no entanto, na literatura publicada quando a enzima
€ secretada por K. phaffii, os tamanhos variam de 36-37 kDa (Samuel et al,
2013; Yang et al, 2013; Liu et al, 2012) e 34-35KDa quando deglicosilada
(Yang et al, 2013; Eom et al, 2013).

Pela analise em SDS-PAGE (Fig. 19) pode-se observar uma menor
guantidade de proteinas enddgenas presentes no sobrenadante do clone
pPICTEFLIPB 12 a partir de 48h de cultivo.

No entanto, para os demais clones testados o padrdo de bandas é
diferente, com grande quantidade de proteinas presentes no sobrenadante,
evidenciando uma diferenca fisiologica entre os clones que independe do

promotor usado (Fig. 19)
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Neste trabalho foi realizado o zimograma com o uso de MUF-butirato
para confirmar se a banda com maior intensidade detectada apenas nos

sobrenadantes dos clones transformados corresponde a lipase (Fig. 20).

Para experimentos envolvendo amostras ndo purificadas, € conveniente
0 uso de substratos cromogénicos ou fluorogénicos para deteccao de atividade
especifica, que simplificam e agilizam os testes. Entre 0s substratos
fluorogénicos, os derivados de 4-metilumbeliferona, comercialmente
disponiveis em uma ampla faixa de comprimento de cadeia, mostraram ser

ferramentas Uteis para a determinacgéo da atividade de lipase (Prim et al, 2003).

pPICTEFLIPB12 pPICGAPLIPB 34

X-33 24h 48h 72h 24h 48h 72h

pPICTEFLIPB 19 pPICGAPLIPB 125
X33 24h 72h 48h 24h 48h 72h CALB
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pPICTEFLIPB 1 pPICGAPLIPB 154

X-33 24h 48h 72h 24h 48h 72h CALB

FIGURA 20. Zimograma para identificacdo de lipase secretada. Andlise feita
através da hidrolise do MUF-butirato. Sobrenadante dos clones selecionados
PPICTEFLIPB e PPICGAPLIPB. Foram cultivados em YPD durante 72 h a 28°C a 200
rom e os pontos foram coletados a cada 24h. CALB padrdo (10 pL). A levedura
selvagem X-33 foi utilizada como controle negativo.

As bandas fluorescentes indicando reacdo com o0 substrato
correspondem as bandas mais intensas de aproximadamente 37 kDa
encontradas no gel de poliacrilamida (Fig. 19). Esse resultado confirma a
expressao e secrecdo da lipase B recombinante de P. antarctica ativa pelos

dois promotores testados.

6.8. Ensaio de atividade enzimatica

Ensaios de atividade enziméatica permitem a quantificacdo em U/mL da
expressao da proteina de interesse e, com isso, a comparacgéo entre os clones

e, para este trabalho, os promotores testados.

Para os ensaios de atividade lipolitica em sobrenadante dos clones
pPICTEFLIPB e pPICGAPLIPB foi escolhido o método colorimétrico utilizando
0 substrato p-nitrofenol butirato. Este método colorimétrico € baseado na
liberacdo de alcoois que podem ser monitorados continuamente e
quantitativamente por espectofotometria. A alteracdo de cor do p-nitrofenol
para a cor amarela é monitorada pela leitura da absorbancia a 410 nm

(Liebeton, Zacharias & Jaeger, 2001).
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Atividade enzimatica U/mL

Figura 201. Atividades enzimaticas dos clones recombinantes. Os valores
foram estatisticamente analisados usando ANOVA e Teste de Tukey. A levedura
selvagem X-33 foi utilizada como controle negativo.

Nas condicOes testadas, a atividade enzimatica obtida para o clone
pPICGAPLIPB 125 é significantemente diferente das calculadas para os clones
pPICTEFLIPB 1 e 12, embora nao tenha sido diferente da atividade encontrada
para o clone pPICTEFLIPB 19. Nado houve diferenca estatistica nos valores

obtidos dentro de cada sistema.

Os ensaios de atividade referenciados nesta discussdo foram obtidos
por diferentes laboratorios, com diferentes métodos de detecc¢éo, o que dificulta

a comparacao entre os trabalhos.

Como nado existe um método universal de ensaio de lipase, a
sensibilidade, a disponibilidade de substratos e a facilidade do procedimento
devem ser consideradas na escolha do método de quantificacdo e deteccao de
lipase (Hasan, Shah & Hameed, 2009).
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Segundo Hasan, Shan & Hameed (2009) varios métodos foram
desenvolvidos para a medicdo de atividade lipolitica em preparacdes de lipase
bruta ou purificada. As reagdes podem ser medidas determinando-se a taxa de
desaparecimento do substrato, como o0 uso de tributirina no meio de cultura,
método que foi realizado como etapa preliminar neste trabalho; a taxa de
hidrolise, como o método titulométrico pela mudanca de pH com a liberagcéo de
acidos graxos e alguns métodos colorimétricos, ou a taxa de clarificacdo da

emulsao, normalmente com o uso de kits comerciais.

As desvantagens de muitos substratos cromogénicos esta no fato de
apresentarem baixa especificidade e sensibilidade, e também de
espontaneamente serem hidrolisados sob certas condi¢des (Prim et al, 2003).

Cai et al (2017) usando o pNP acetato conseguiu detectar niveis de
atividade de lipase para RML, em sinergismo com outra lipase recombinante,
em K. phaffii, cultivada em frasco, de quase 300 U/mL, porém a técnica
apresenta algumas diferencas em relacdo a usada neste trabalho, pois utiliza
tampéo Tris-HCI| pH 8,0 com goma ardbica, e a reacdo é do tipo end point e
nao cinética.

Em trabalho expressando CALB em K. phaffii Liu et al (2012) usou
também o pNP acetato para ensaio de atividade e detectou menos de 17 U/mL,
apesar da intensidade da banda encontrada em gel desnaturante

correspondente a proteina secretada sugerirem uma atividade maior.

Eom et al (2013) expressaram a CALB utilizando o promotor Paoxi1 em K.
phaffii cultivada em fermentadores de 5L e detectou a atividade de lipase
maxima de 12 U/mL usando o pNP palmitato, sem especificar o tempo de

reacao.

Os géis de poliacrilamida produzidos para os clones do sistema
pPICTEFLIPB mostraram a banda corresponde a CALB recombinante mais
intensamente corada do que a encontrada no sistema pPICGAPLIPB, o que
poderia levar a deducdo de que Prer1 induz mais fortemente a transcricdo do
que Pcap. NO entanto, os ensaios de atividade apresentaram resultados

dissonantes.
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Comparando a intensidade das bandas coradas para cada um dos
clones pPICTEFLIPB com os niveis de atividade em pNP butirato observamos
que o clone 12, apesar de ter a banda mais fortemente corada entre os trés
clones testados, foi o0 que mostrou menor atividade de lipase nas condi¢cdes

testadas.

Esses resultados talvez signifiquem que o pNP butirato ndo seja o
melhor substrato para avaliar a atividade enzimatica de CALB secretada em
sobrenadante nas condicbes em que foram submetidas neste trabalho,
indicando que outra técnica pode ser usada, ou esta deve ser melhorada e

readaptada.

Ainda comparando o perfil de bandas encontradas no gel, é possivel
identificar que o maximo de producdo, evidenciado pela intensidade da banda,
foi apés 48 horas de inducdo nas condicbes testadas e que, exceto para o
clone pPICGAPLIPB 125, a producdo ndo decaiu apdés 72 horas, mesmo o
cultivo ndo sendo quimiostatico. Essa é uma das caracteristicas que tornam
interessante o uso de promotores constitutivos para a producdo continua de

proteina heteréloga em grande escala.

O desejo de reduzir os custos de processamento enquanto aumenta-se
a producdo, além dos requisitos de entrega de produto de qualidade
consistente, estdo entre os principais impulsionadores da transicdo do cultivo
em lote para continuo no setor de biotecnologia (Rathore, Agarwhal & Sharma,
2015).

Para um processo continuo, uma consideracdo importante durante o
desenvolvimento de novas linhagens celulares e meios de crescimento, deve
ser gerar processos estaveis e robustos que sejam capazes de manter alta
produtividade durante um periodo consideravel de operagdo continua
(Cankorur-Cetinkawa et al, 2018).

Enquanto que o clone pPICTEFLIPB 12 apresentou diferenca notéria no
perfil de bandas quando comparado com pPICTEFLIPB 1 e 19 nas condi¢des
testadas, pPICGAPLIPB 125 foi o Unico clone dentro de seu sistema de
expressao que teve a atividade enzimatica diminuida apdés 48 horas de

inducao.
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Essa variacdo clonal, em que uma variedade de produtividade de
proteinas secretadas é observada em transformantes supostamente idénticos,

€ um aspecto aceito trabalhando-se com K. phaffii (Aw, Barton & Leak, 2017)

Schwarzhans et al. (2016), através de testes com mais de 845 clones de
K. phaffii expressando GFP utilizando o promotor Paoxi, encontraram que a
maior causa de variacdo na producdo foi devido ao l6cus de integracéo,

orientacao do vetor e ao numero de copias da proteina recombinante.

No entanto, Aw, Barton & Leak (2017), em seu trabalho, identificaram
que as diferencas na producdo ndo podem ser atribuidas apenas ao sitio de
integracdo ou ao numero de coOpias. Ao comparar clones com apenas uma
copia do cassete de expressdo para os niveis de producdo e o transcrito de
albumina de soro humano expressa em K. phaffii, encontraram uma variagéo
que pode ser atribuida a bloqueios transcricionais, bem como bloqueios na
traducéo.

Em 2005 Viader-Salvado et al compararam, através de AFLP-PCR, os
gendtipos de 17 clones gerados de uma transformacdo e encontrou 16
genatipos diferentes, sendo 3 deles da prépria levedura selvagem, o que indica
que provavelmente existam variagcdes inerentes em K. phaffii. Inclusive
observou-se que os clones com o perfil mais proximo da levedura selvagem
menos mutada eram aqueles com os maiores niveis de secrecao de proteina

heterdloga.

Os cientistas que trabalham com K. phaffii s&o desafiados com a tarefa
de identificar o melhor produtor dentro de um grupo diverso de clones com
caracteristicas de producédo variaveis, pois eventos desconhecidos durante a
integracdo do cassete de expressado podem levar a caracteristicas de producao
drasticamente diferentes nos clones gerados de uma mesma transformacao
(Schwarzhans, 2016).

As evidéncias levantam a questdo de onde a principal variacdo surge,
seja de diferencas intrinsecas na populacdo hospedeira ou se 0 método de
transformacao, ou selecdo, pode dar origem a variacdo observada. Aw, Barton
& Leak (2016) sugerem que, estudos da variagdo dentro da linhagem

hospedeira poderiam fornecer um mecanismo para a pré-selecdo de potenciais
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secretores para a transformacdo, minimizando assim o exercicio de selecéo

subsequente.

Foi também calculada a média das atividades enzimaticas registradas
para cada clone, de cada sistema de expressdo, em todos 0s tempos nas
condicGes determinadas para este trabalho. Esses dados foram submetidos a
ANOVA e o teste Tukey e as andises ndo indicaram diferenca significativa
entre a atividade exibida sob Pter1 € Pcap.

Os dois sao considerados promotores constitutivos que levam a
secrecdo semelhante de grandes titulos de proteinas heter6logas, embora
apresentem comportamentos diferente de producao (Stadlmayr et al, 2010; Ahn
et al, 2007; Lee et al, 2008)

Ahn et al (2007), quando expressaram a lipase de Bacillus
stearothermophilus, observaram que as atividades totais medidas a partir do
cultivo em lote foram semelhantes para ambos os promotores. No entanto, a
expressdo de Pter1 comecgou mais cedo do que Pcap € mostrou um maior
acoplamento a taxa de crescimento e em cultivo alimentado com limitacao de
carbono os niveis de atividade de expressédo dirigida por Pter1 excederam o

Pcap quase duas vezes.

Estudos de adaptacao fisiologica e metabdlica de K. phaffii sob o
promotor GAP utilizando a glicose como substrato, em uma ampla gama de
disponibilidade de oxigénio, demonstraram um aumento na producdo de
proteinas como consequéncia da mudanca metabdlica das vias respiratorias

para 6xido-fermentativas (Garcia Ortega et al, 2017).

Lee et al (2008), para determinar o nivel do mRNA correspondente ao
gene TEF, realizaram a analise de Northern blotting, pois, como o0 mRNA é
sintetizado a partir de um gene através da transcricdo, o nivel de transcritos
pode ser um indicador indireto da taxa de expressao do gene. Verificou-se que
o TEF era expresso a uma taxa elevada na fase de crescimento exponencial da
levedura e a uma taxa baixa na interfase. Estes resultados demonstram a forte
expressédo do gene, mesmo na auséncia de um indutor, com o crescimento do

microrganismo.
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Em pesquisa expressando Fab-3H6 observou-se que a producdo do
anticorpo sob o controle do promotor TEF1-a teve maiores titulos de proteina
do que com o promotor GAP em todas as diferentes condi¢bes de cultivo
testadas e que, a adicdo de sorbitol como fonte dupla de carbono, juntamente
com glicerol ou glicose na propor¢cao 1: 1, melhorou a producédo de proteina

recombinante (Cankorur-Cetinkaya et al, 2018).

Para os niveis de produto por nimero de coépias do gene de HSA e
eGFP foram igualmente elevados para Pter1 € Pcap, mas no caso do promotor
TEF1, foram atingidos niveis de produto por transcricdo de 2 a 4 vezes
maiores, sugerindo que Prer1 talvez tenha uma atividade traducional mais

elevada (Stadlmayr et al, 2010).

Os trabalhos publicados comparando os dois promotores apontam a
tendéncia de Pcap, que geralmente é visto como promotor constitutivo,
conduzir, de fato, a niveis constantes de expressdo independente da taxa de
crescimento especifica, enquanto que o promotor do gene TEF1l tem uma
regulacdo mais fortemente associada ao crescimento, com a quantidade de
proteina expressa diminuindo juntamente com a queda da taxa de crescimento
especifico (Ahn et al, 2007; Lee et al, 2008 e Stadlmayr et al, 2010).

Nas conclusées de Cankorur-Cetinkaya et al (2018), testando dois
anticorpos diferentes com trés promotores constitutivos de K. phaffii, apesar de
ter reconhecido tendéncias dentro dos dados coletados, nédo foi possivel inferir
em geral como as células que expressam a mesma proteina recombinante
usando diferentes promotores, ou mesmo diferentes proteinas recombinantes

usando o0 mesmo promotor, irdo desempenhar em diferentes condigdes.

Cankorur-Cetinkaya (2018) sugere que a comparacdo das forcas do
promotor sob apenas uma unica condicdo selecionada pode levar os
desenvolvedores de processo a descartar o promotor ideal para seu produto,
especialmente se esse promotor for novo. Comparar os diferentes clones sob
uma gama de condi¢des de cultivo provou ser especialmente importante no
caso dos clones produtores de lisozima humana que usaram o promotor GAP,
onde detectaram grandes alteracbes no desempenho entre meios complexos,

ricos e minimos.
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7. CONCLUSOES

Foi estabelecido um protocolo para clonagem de fragmentos por

recombinacdo homodloga in vivo em bactéria.

Foram construidos novos vetores de expressdo para a producdo de

proteinas heterdlogas controladas pelos promotores Pter1 € Pcap.

Pela primeira vez a lipase RML foi expressa pelo promotor Pter1 de K.
phaffii

Foi detectada a secrecao de lipase CALB pelos promotores Prer1 € Pcar
de K. phaffii.

8. PERSPECTIVAS

Otimizacdo do cultivo em meio liquido para analise da RML em

sobrenadante.
Adaptacdes no ensaio de atividade enziméatica.

Realizar andlise de niumero de cépias para comparacdo da expressao

entre os promotores Prer1 € Pgap.
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