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RESUMO

O 4cido hialurénico (AH) ¢ um biopolimero composto de repeti¢des alternadas
dos monossacarideos Acido Glucurdnico e N-Acetil glucosamina, sendo presente em
todos os vertebrados e em humanos principalmente na pele. O AH possui aspecto viscoso,
ajuda no rejuvenescimento da pele quando aplicado em humanos e ¢ uma molécula
considerada segura na utilizagdo em animais em geral, por estes motivos o AH ¢ muito
utilizado na industria farmacéutica e médica. Atualmente o AH ¢ produzido por bactérias,
que em diferentes niveis, sdo patogénicas aos animais, o que dificulta o escalonamento
desta tecnologia e eleva os custos de purificacdo o que torna o AH uma molécula de alto
custo financeiro. Leveduras ndo sao capazes de sintetizar AH, mas sao fabricas perfeitas
para a sua producao, uma vez que sdo consideradas seguras, mais adaptadas as condigdes
industriais quando comparado a bactérias e possuem parcialmente a via da sintese do
acido AH, sendo capazes de sintetizar um de seus precursores, o agucar N-Acetil
Glucosamina. As enzimas HAS (Hyaluronic Acid Synthases) que sintetizam AH sdo
proteinas que se acoplam a membrana das células formando novas cadeias de AH pela
juncao dos dois agucares precursores. Todos os vertebrados possuem HAS semelhantes e
classificadas como Classe I, enquanto que a bactéria patogénica Pasteurella multocida,
possui uma HAS diferente classificada como classe II. A fim de observar o possivel
impacto na sintese de AH devido as diferengas entre HAS de classe I de classe II, estes
foram inseridos na levedura Klyveromyces lactis concomitante com o gene hasB (UDP-
Glicose Desidrogenase). Com o auxilio de um estudo que testou a eficiéncia de
transformagao de K. /actis por metodologias de choque térmico e de eletroporagdo, foram
construidas 4 cepas recombinantes de K. lactis contendo as diferentes formas de HAS de
modo a aumentar a produgcdo de AH pela levedura. Apds a construgdao das cepas
recombinantes, um meio otimizado baseado nas necessidades de co-fatores e metabolitos
principais utilizados na via de sintese de AH foi desenvolvido e utilizado nas cinéticas de
crescimento de K. lactis. Também testada, a influéncia das fontes de carbono glicose,
sacarose, lactose e galactose foram visualizadas durante o crescimento nas cepas

produtoras de AH, uma vez que diferentes fontes de carbono afetam de maneira diferente
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a glicolise e consequentemente o metabolismo de AH na célula. Lactose e sacarose
aumentaram a produ¢do de AH nas células em relagdo a galactose e glicose devido a um
abastecimento mutuo da via de sintese dos dois precursores do AH. Utilizando lactose
como fonte de carbono, foi alcangada uma melhor produgdo de 0,39 g/LL de AH, valor
competitivo com os alcangados por outra tunica levedura produtora de AH, o que prova
pela primeira vez que K. /actis ¢ uma potencial candidata para otimiza¢do da produgdo

deste biopolimero.



ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer composed of alternating repeats of
monosaccharides Glucuronic Acid and N-Acetyl glucosamine, being present in all
vertebrates and humans mainly in the skin. The HA has a viscous appearance, is used in
skin rejuvenation when applied in humans and is a safe molecule for application in
animals in general, for these reasons HA is widely used in the pharmaceutical and medical
industry. Currently, HA is produced by bacteria pathogenic to humans, and are difficult
to scale due to technology and purification costs. Yeasts are perfect factories for HA
production, since they are considered safe, more adapted to industrial conditions when
compared to bacteria and have partially complete the synthesis route of HA, being able
to synthesize one precursor, the UDP-N-Acetyl Glucosamine. HA is produced by HAS
(Hyaluronic Acid Synthase) enzymes. HAS enzymes have transmembrane domains that
couple to the membrane of the cells forming new chains of HA by the junction of the two
precursor sugars located in the cytoplasm. All vertebrates have HAS classified as Class
I, whereas the pathogenic bacterium Pasteurella multocida have a different HAS
(pmHAS) classified as Class Il. To observe the impact on HA synthesis due to the
differences between Class | and Class Il HAS, in this study the hasA genes were inserted
into yeast Klyveromyces lactis concomitant with the hasB gene (UDP-Glucose
Dehydrogenase). A total of 4 recombinant strains of K. lactis containing different
isoforms of HAS were constructed to increase a production of HA by yeast. After the
construction of the recombinant strains, an optimized medium to auxiliary the needs of
cofactors and metabolites was used in the synthesis pathway of HA for the development
and use of K. lactis in fermentations. Also tested, the influence of the sources of carbon
glucose, sucrose, lactose and galactose were visualized in fermentation in the HA
producing strains, since different carbon sources affect glycolysis differently and
consequently the metabolism of HA in the cell. Lactose and sucrose increased HA
production in cells relative to galactose and glucose due to a mutual supply of the
synthesis pathway of the two HA precursors. Using lactose as a carbon source, it obtained

a better yield of 0.39 g/ L of HA, a competitive value with the finished results of another



single HA -producing yeast, which proves for the first time that K. lactis is a potential

candidate for optimization of the production of this biopolymer.

1. INTRODUCAO

1.1 ACIDO HIALURONICO

Pertencente a familia dos glicosaminoglicanos (GAGs), o Acido Hialurdnico
(AH) é um biopolimero composto de repeticbes alternadas de 2 distintos
monossacarideos, o acido glucurénico e a N-acetil-glucosamina (Figura 1). Este esta
presente em abundancia em todos os animais [1,2], especialmente na pele dos mamiferos
sendo encontrado também em algas, moluscos, algumas linhagens de células eucariéticas

e alguns chlorovirus, porém ausente em fungos, plantas e insetos [2].
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N-Acetil Glucosamina Acido Glucuronico

Acido Hialuronico

Figura 1. Estrutura molecular de uma unidade dissacaridea de Acido Hialurénico contendo N-Acetil Glucosamina e
Acido Glucurénico.

O AH possui alta afinidade por agua, tendo portanto alta capacidade lubrificante

além de uma caracteristica altamente viscosa, o que lhe confere fungdes na comunicacao,



crescimento, adesdo e diferenciacdo celular, no reparo de tecidos, migracdo celular,

regulacéo de processos de matriz extracelular, cancer e angiogénese [3,4].

O AH é também encontrado em abundancia no globo ocular e nas articulagdes dos
animais vertebrados, onde fornece um ambiente fluido e lubrificado, além de proteger

células e 0ssos vizinhos contra os choques que ocorrem com frequéncia nas articulacées.

As moléculas de AH podem atingir até 6 milhGes de Daltons (Da) [5,6] na qual
cada unidade dissacaridea contém 397 Da [4], e embora o AH seja sintetizado pelos
organismos em diferentes variacdes de tamanho molecular, apenas as cadeias de alto peso
molecular, sdo utilizadas pelas industrias que a comercializam. Geralmente, uma cadeia
de AH contendo entre 10* e 107 Da é considerada de 6tima qualidade [7], no entanto,
moléculas curtas de AH também desempenham fungdes importantes em alguns
organismos, principalmente como moléculas de interacdo com receptores celulares in

vivo [8].

1.2 OBTENCAO DO ACIDO HIALURONICO

Nas primeiras utilizacGes, o AH era tradicionalmente extraido de fontes animais,
principalmente da crista de galo, que chega a conter 7,5 mg/ml [9] deste polimero. No
entanto, o AH de crista de galo, além de conter impurezas e toxinas animais que exigem
um laborioso e dispendioso processo de purificacdo, é caracteristicamente de baixa
qualidade, ou seja, contém poucas repeticGes dissacarideas, 0 que causa desinteresse na
industria que utiliza este polimero. O humor vitreo do globo ocular de gados e o fluido
sinovial bovino, que também sdo fontes animais que contém grandes quantidade de AH

apresentam as mesmas desvantagens [10,11].

Dentro deste contexto, estudos visando obter AH a partir de fontes ndo animais
levou ao estabelecimento da producdo de AH via microrganismos. Dentre 0s
microrganismos que melhor produzem AH estdo as bactérias pertencentes a familia
Streptococcus do grupo A e C que possuem um operon contendo entre 3 e 5 genes
(dependendo da espécie) dedicado exclusivamente a biossintese desta molécula [12]. A
grande maioria dos microrganismos que sintetizam AH, especialmente as bactérias,
possuem como caracteristica principal a formacdo de uma capsula ao redor de sua
superficie quando vista ao microscopio, capsula esta composta de Acido Hialurénico e

relatada primeiramente em 1937 [13]. Estudos posteriores comprovaram que as bactérias
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utilizam as capsulas de AH para se camuflar do sistema imunologico de um hospedeiro
animal e causar uma infeccdo, desta forma, todas as bactérias que sintetizam AH
naturalmente sdo patogénicas aos humanos ou animais. Este é o principal problema da
obtencdo de AH via fermentacdo utilizando estes microrganismos devido aos altos custos

de biosseguranca e purificacdo envolvidos no processo.

Além dos riscos bioldgicos envolvendo a producdo de AH por bacteérias, qualquer
microrganismo conhecido produtor de AH possui 0s seguintes desafios tecnoldgicos para
sua producdo: (1) a competicdo pelos substratos entre a via de sintese de AH e outras vias
de funcéo vital para a célula como a via da sintese de parede celular; (2) a limitagéo
causada em fermentagdes que ultrapassam concentracdes acima de 5 g/L de AH, j& que
por ser uma molécula muito viscosa 0 AH causa a privacdo de oxigénio e dificuldade na
agitacdo do meio; (3) o acumulo indesejavel de outros produtos de metabolismo como o
acido latico em bactérias, que inibem o crescimento microbiano [14,15] e (4) uma falta
de controle no nivel de transcri¢cdo dos genes hasA que poderia resultar em um controle

da quantidade e qualidade das cadeias de AH.

Ainda hoje, o AH é obtido por crescimento de bactérias nocivas a satde animal,
embora existam cepas de microrganismos com status GRAS modificadas geneticamente
para producdo desta molécula como a bactéria Bacillus subtilis com melhor producédo de
6,8 g/L [16] de AH e a levedura Pichia pastoris com melhor producdo de 1,7 g/L de
AH[17,18], ambos os microrganismos ja utilizados em industria. Entretanto, em
comparagdo com 0s microrganismos produtores naturais, 0s microrganismos modificados
geneticamente ainda sdo uma pequena parcela. Principalmente no caso de leveduras,
apenas um estudo que utiliza Pichia pastoris existe e obteve rendimento de AH 40%
menor que os rendimentos geralmente obtidos por bactérias. Estudos envolvendo a
utilizacdo de microrganismos eucariotos produtores de AH poderiam além de contribuir
com o mercado de AH, elucidar mecanismos metabolicos ainda desconhecidos durante a
sintese de AH.

1.3 BIOSSINTESE DE ACIDO HIALURONICO

O AH ¢ uma molécula com funcBes majoritariamente extracelulares, seja na

protecdo das células, camuflagem, ou interacdo com receptores celulares. As células que
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sintetizam AH possuem um sistema de sintese na qual as cadeias desta biomdlecula séo
concomitantemente sintetizadas e secretadas o que em teoria permite que cadeias de AH
apresentem tamanho ilimitado. A biossintese de AH é realizada por enzimas chamadas
Hyaluronic Acid Synthases (HAS). Estas possuem dominios transmembranicos, e,
portanto, se acoplam a membrana celular (Figura 2). Uma vez disponiveis no citoplasma
da célula, os 2 precursores do AH, UDP-Acido Glucurénico (UDP-GICUA) e UDP-N-
Acetil-Glucosamina (UDP-GIcNAC) sdo utilizados como substratos pela enzima HAS
presente na membrana celular, a qual catalisa a jungédo das duas moléculas concomitante
com a secrecdo do biopolimero recém- sintetizado[19]. De uma forma geral, enzimas
HAS sdo multiméricas possuindo 6 diferentes dominios protéicos de ligacdo ao substrato:
1 sitio para a ligac@o do substrato UDP-GICUA, 1 sitio para a ligacdo do substrato UDP-
GlcNAc, 1 dominio transferase GIcNAc 3 (1-4), 1 dominio transferase UDP-GIcUA f (1-
3), 1 dominio responsavel por receber as cadeias novas de AH que estdo sendo formadas

e 1 dominio responsavel por excretar a cadeia para o espaco extracelular [18,20].

Dentre os fatores que mais afetam a atividade das enzimas HAS esta a
concentracdo dos 2 precursores presentes no citoplasma da célula. Como a maioria das
enzimas, as HAS possuem um mecanismo no qual as cadeias de &cido hialurdnico séo
alongadas até que as fontes dos 2 substratos precursores se esgotem, no entanto, por
mecanismos ainda ndo definidos, células bacterianas terminam o alongamento de cadeias
de AH mesmo com altas concentracdes de substratos no citoplasma [21] . Estudos
sugerem que baixas concentragdes (em torno de 0,05 mM de UDP-GIcNAc e 0,1 mM de
UDP-GIcUA) de UDP-GIcNAc em relagdo a UDP-GICUA ativam uma cascata de
sinalizacdo que leva a fosforilacdo de um receptor da enzima HAS que libera as cadeias
de AH recém-sintetizadas[21]. Como a sintese de AH necessita de energia ndo apenas em
termos de ATP, mas também de moléculas como acetil-CoA , glutamina, UTP e UDP,
cascatas de sinalizacdo principalmente relacionadas com AMPK (AMP ativada por
proteina quinase) afetam as enzimas HAS devido a ativacdo do AMPK quando a taxa
ATP:AMP abaixa [22]. Em outras palavras, a biossintese de acido hialurdnico é falha
quando algum dos precursores estd em maior concentracdo que o outro, ou seja, fora da

proporcao 1:1 [22].

O estudo posterior da sintese de AH na bactéria patogénica Pasteurella multocida

trouxe ainda novas descobertas sobre as enzimas HAS [23]. Todas as HAS descritas até



este momento possuiam grande homologia na sequéncia de aminoacidos além de uma
topologia estrutural semelhante[24,25]. Entretanto, a HAS de Pasteurella multocida
(pmHAS) apresenta diferencas em tamanho, topologia e mecanismo de agao. A partir dai
as HASs foram divididas em 2 classes, a Classe | presente em algumas espécies de
Streptococcus, virus e vertebrados e a Classe I, que tem como Unica representante
pmHAS[19,26]. As HAS de classe | contém multiplos dominios transmembranicos,
enquanto que a HAS de classe Il possui um dnico dominio perto do carboxi terminal e
que ancora a enzima na membrana celular por um mecanismo ainda ndo descrito (Figura
2) [19]. Ainda, as HAS de classe | alongam as cadeias de AH pela extremidade redutora
enquanto que a HAS de classe 11 alonga pela extremidade néo redutora. Embora todas as
HAS de classe | sejam semelhantes entre si, a descoberta de um gene has dentro de um
plasmideo de Bacillus anthracis confirma a teoria de que o gene has foi transferido de
bactéria para vertebrados[2], o que explica porque HAS de Classe I, mesmo em

organismos tdo distintos, sejam tdo semelhantes.

HAS CLLASSE 1 HAS CLASSE 11
Vertebrados Bactérias Pasteurella
Streptococcus multocida

Espaco Extracelular

Citoplasma

Figura 2. Topologia das enzimas transmembrdnicas Hyaluronan Synthases. As HAS de classe | possuem dentre 5 a 7
dominios transmembrdnicos dependendo do organismo, enquanto que a unica HAS de classe Il da bactéria P.
multocida possui apenas 1 dominio transmembrénico.

Dentro das HAS de classe I, existem 3 isoformas distintas descritas: HASAL,
HASA2 e HASAZ3, codificada pelos genes hasAl, hasA2 e hasA3 [26]. Apenas o anfibio
Xenopus laevis é excecdo contendo 4 isoformas de HAS e sendo capaz de sintetizar

cadeias de AH de 20 MDa in vitro, enquanto que de uma forma geral animais produzem



em media cadeias de 3 MDa [17,27,28]. Naoki Itano et al. em 1999 desenvolveram um
estudo a fim de elucidar as caracteristicas cinéticas das 3 isoformas de HAS presentes em
mamiferos, que embora extremamente similares em relagdo a sequéncia génica possuem
propriedades cinéticas e mecanismos de agdo distintos [29]. Sob concentracdes saturantes
dos UDP-acUcares precursores do AH, as enzimas HAS foram analisadas quanto a massa
molar das cadeias de AH geradas. HASA1 e HASA?2 produziram cadeias de 2 x 10° a 2
x 10° Da, enquanto HASAS3 gerou cadeias de 1 x 10° a 1 x 10° Da. No entanto, maiores
tempos de incubacdo mudou consideravelmente o peso das cadeias; HASAZ2 polimerizou
cadeias de AH de tamanhos cada vez maiores até 4 horas de reagdo chegando a 4 x 10°
Da, HASAL teve a sintese de AH quase completamente cessada em 1 hora de reacédo e
HASA3 sintetizou cadeias de tamanho maiores até 8 horas de reacdo mas com média de
tamanho de 2.5 x 10° Da, o que sugere que HASAZ3 sintetiza cadeias de maneira mais
lenta que HASA1 e HASA2, pois demora mais tempo e produz cadeias menores[29]. De
fato, em valores estimados 0 mesmo estudo mostrou que HASA1 sintetiza AH em taxa
de 1256 + 251 monossacarideos/minuto; HASAZ2 sintetiza com 1014 + 338
monossacarideos/minuto e HASA3 sintetiza com 174 + 42 monossacarideos/minuto. A
Tabela 1 mostra os valores cinéticos das enzimas HASA1, HASA2 e HASA3 obtidas no
estudo de Itano et al [29].

Tabela 1. Constantes de Michaelis-Menten para as enzimas HASA1, HASA2 e HASA3 segundo Itano et al.

HAS [UDP-substrato] | Km do UDP-substrato Vmax
mM uM £ S.E. pmol/h/unidade
UDP-GIcUA
HASA1 1.0 1011,4 £ 37,6 330,5+81
HASA2 1.0 348,2+ 15,1 398,5 + 50,6
HASAS3 1.0 2472 +12.8 340,6 + 33,9
UDP-GIcNACc
HASA1 2.0 729+43 283,8 £ 18,2
HASA2 2.0 30+34 336,9+211
HASA3 2.0 3462 308,2+124

1.4 VIA METABOLICA DA SINTESE DE UDP-GIcUA E UDP-GIcNAC



Ambos os precursores do AH, UDP-GIcUA e UDP-GIcNAC, sdo sintetizados a
partir de glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, respectivamente (Figura 3). Desta maneira,
a biossintese de AH é um processo que compete diretamente com o crescimento do
microrganismo ao desviar o fluxo de carbono da glicolise. Além disto, em bactérias,
UDP-GIcNACc ¢ utilizado como precursor de sintese de parede celular, enquanto que na
via do UDP-GIcUA h& metabdlitos utilizados na sintese de &cidos tecdicos, que em
combinagdo com os peptideoglicanos correspondem a 20% do peso seco de uma célula

regular [15].

Embora ndo sejam enzimas que sintetizem diretamente cadeias de AH, parte das
enzimas e seus respectivos genes codificadores presentes na via metabdlica de AH séo
denominadas enzimas HAS. Enquanto que a propria Hyaluronic Acid Synthase é
denominada HASA, as enzimas que geram os metab6litos UDP-Acido Glucurénico e
UDP-Glicose séo denominadas respectivamente HASB e HASC, enquanto que a enzima
que sintetiza o precursor UDP-N-Acetil-Glucosamina é denominada HASD (Figura 3).
Tal denominacao geral deve-se ao fato de que algumas bactérias do género Streptococcus
possui um operon has dedicado a sintese de AH e contendo os genes codificadores das 4

enzimas citadas acima, sendo todas entdo chamadas de enzimas HAS.
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VIA DAS PENTOSES FOSFATO

Hexoquinase ﬁ Fosfoglicose Isomerase (hasE)

M Glicose-6-Fosfato ) Frocose s Fostuto

Fosfoglicomutase

—
“CLACOLISE

Amidotransferase

Glicose-1-Fosfato Glicosamina-6-Fosfato
UDP-Glicose Pirofosforilase Fosfoglicosamina mutase
(hasC)
UDP-Glicose Glicosamina-1-Fosfato

UDP-Glicose-6-desidrogenase Acetil transferase
(hasB)

UDP-Acido Glucurénico  N-Acetil Glicosamina-1-Fosfato

UDP-N-Acetil Glicosamina
Fosforilase
(hasD)

UDP-N-Acetil-Glicosamina

~ ¢

Figura 3. Via metabdlica da sintese de Acido Hialurénico em bactérias com destaque para a enzima HAS acoplada ¢
membrada do microrganismo. Setas fechadas indicam reagées sequenciais entre metabdlitos, enquanto que setas
abertas indicam desvios de metabdlitos para um fluxo geral.

Para o reconhecimento de UDP-GICUA e UDP-GIcNAc como substratos para a
sintese de AH, as enzimas HAS ainda exigem que ambos 0s precursores estejam
acoplados a uma molécula de uridina difosfato (UDP) em uma reacao que exige o uso de
uma molécula de ATP para a ligacdo de cada monossacarideo. Em termos energéticos, as
reacOes metabolicas que partem da via glicolitica até a sintese de 1 mol do dissacarideo
de AH demandam 3 mols de ATP, 2 mols de UTP, 2 mols de glicose e 1 mol de acetyl-
CoA, além de gerar 1 mol de NADH que forca a célula a buscar formas de reciclar NAD*
[9,18]. Em outras palavras, a biossintese de AH ndo é apenas uma via que compete com
o crescimento celular, como também é um processo que exige um gasto energético
bastante alto para a célula que o produz e isto explica porque poucos microrganismos

sintetizam AH naturalmente.
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1.5 MICRORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE PARA A
SINTESE DE AH

A producdo de AH em microrganismos e animais é extremamente diferente em
relacdo ao peso molecular e velocidade de sintese, sendo que microrganismos sdo 10x
mais rapidos que animais [15,30]. As sérias desvantagens dos microrganismos que
produzem AH naturalmente, levaram a transferéncia de vias metabolicas para outras
bactérias como Lactococcus lactis [31-35], Corynebacterium glutamicum [36],
Agrobacterium sp [37], Escherichia coli [24,38-42] e Bacillus subtilis [16,34,43] que
chegaram a produzir 0,234 g/L, 1,2 g/L, 2,4 g/L, 3,8 g/L e 2,4 g/L de AH, respectivamente
[18].

Os estudos citados acima envolvendo a manipulacdo genética de bactérias ndo
nocivas usando a biossintese de AH envolve a expressdo dos genes hasA, hasB e hasC,
além de por vezes em conjunto com o gene hasD. Embora bactérias produtoras de AH
consigam sintetizar esta molécula em meios de cultura contendo apenas uma fonte de
carbono e nitrogénio, os maiores rendimentos de AH em bactérias modificadas
geneticamente é obtido a partir de crescimentos em batelada aerdbias e com meio
complexos, ou seja, contendo vitaminas, sais, micronutrientes, co-fatores e outras
moléculas especificas que interagem e ajudam no funcionamento das enzimas que
formam o operon has[18]. Desta maneira, independente do microrganismo produtor, uma
producdo de vidvel de AH é considerado como um processo de alto custo devido a gastos

principalmente com meios de cultura e purificagdo das cadeias do &cido.

Até o presente momento, somente um estudo anterior a este manipulou uma
levedura para a producdo de AH. Neste, a levedura metilotréfica Pichia pastoris teve seu
metabolismo modificado para a sintese de AH através da insercdo dos genes hasA, hasB,
hasC e hasD, alcancando uma producéo de 1,7 g/L[17]. Entretanto, o estudo apresenta
um desafio em relacdo ao precursor de AH UDP-GIcNACc que é utilizado pela levedura
para a sintese de quitina e parede celular, ocorrendo um desvio do fluxo da sintese de AH.
Ainda, a utilizacdo neste estudo de uma estratégia na qual os genes inseridos foram
submetidos ao controle de promotores indutivos permitiu comprovar que a sintese de AH
sofre uma dependéncia muito alta de uma concentracéo equilibrada dos 2 precursores no
citoplasma da célula. Embora contrariamente ao esperado, em Pichia pastoris as enzimas

HAS dependem mais do precursor UDP-GICUA que de UDP-GIcNAC, enquanto que em
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bactérias ocorre o inverso. Por fim, o estudo envolvendo P. pastoris utilizou metodologias
de transformacéo com uso de plasmideo com marca de selecdo para antibiotico (zeocina),

0 que é uma caracteristica indesejada para fermenta¢des nas industrias.

1.6 Kluyveromyces lactis

Esta levedura, quando descoberta, foi denominada Saccharomyces lactis, por
parecer muito com a levedura Saccharomyces cerevisiae. No entanto, as duas leveduras
eram incapazes de realizar cruzamentos, o que fez S. lactis ser colocada no género
Kluyveromyces, embora ainda pertenca a mesma familia de Saccharomyces [44]. Apds
ser isolada, K. lactis foi descrita em varios produtos derivados do leite (queijos, iogurtes,
etc) e no préprio leite, 0 que a tornou uma levedura dita como inofensiva aos seres
humanos. Segundo o FDA (Food and Drug Administration), “ndo existe relatos de
toxicidade ou patogenicidade associados com a presenca de K. lactis em comidas” [44].
Industrialmente uma cepa geneticamente modificada de K.lactis € utilizada para producéo

de quimosina [45].

K. lactis é ainda uma levedura muito estavel quando modificada geneticamente e
possui promotores com caracteristicas atrativas para a producdo heteréloga de compostos
quimicos, como por exemplo o promotor LAC4 nativo de K. lactis que é induzido 100x
na presenca de galactose ou lactose e ndo inibido por glicose[46]. Além disto, K. lactis
possui Kits comerciais disponiveis para sua modificacdo genética, como o “K. lactis
Protein Expression Kit”, comercializado pela New England Biolabs Inc. (NEB) e que
utiliza plasmideos com marca de selecdo dominante do gene amdS, que permite a
levedura codificar uma enzima capaz de hidrolisar acetamida em um meio de cultura no

qual a unica fonte de nitrogénio disponivel para utilizacdo é acetamida.

Ainda, K. lactis possui relatos de transformacado tanto por eletroporacdo quanto
por choque térmico, apesar de ndo serem métodos que atingem eficiéncia tdo alta quanto
os realizados em S. cerevisiae, que € da mesma familia. Os estudos envolvendo a
producdo de compostos heterdlogos em K. lactis utilizam em sua maioria técnicas de
eletroporagdo para a transformacéo das células, como por exemplo nas pesquisas de K.
lactis produtora de Acido Orético [47], produtora da enzima Frutosil Transferase[48],
produtora de Glicoamilase [49] e produtora de vitamina C[50]. Por outro lado, o kit “K.
lactis Protein Expression Kit”, da New England Biolabs Inc. (NEB) comercializa células
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de K. lactis cepa GG799 ja prontas para transformacéo por choque térmico, o que fez com
que a maioria dos estudos que usa choque térmico em células de K. lactis incluisse em
suas metodologias o uso do kit, como nos estudos de K. lactis produtora da enzima
Brazeina[51] e Enterocina [52]. Poucos estudos descrevem a utilizacdo de choque
térmico independente do kit da NEB para a transformacéo de celulas, como o estudo de
K. lactis produtora de &cido glicolico[53], mas com uma eficiéncia menor do que aquela
obtida quando utilizado o kit. Por fim, existem alguns estudos focados exclusivamente no
teste de metodologias de transformacdo, tanto por eletroporacdo quanto por choque
térmico, de células de K. lactis [54-57], 0 que mostra que ainda ndo existe uma
metodologia de transformacéo considerada padrdo de alta eficiéncia e independente de
kits para K. lactis.

Finalmente leveduras sdo amplamente conhecidas por crescerem melhor em pHs
acidos, sendo vantajoso utilizar estas células como produtoras de compostos &cidos como
0 &cido hialurénico e que ainda co-produzem moléculas como o acido latico. Em outras
palavras, ndo so estas células ndo serdo inibidas durante o crescimento celular como terdo
um 6timo crescimento e producgéo, pois também sdo menos sensiveis do que as bactérias.
De forma especifica, K. lactis ja é uma levedura amplamente utilizada na producéo de
compostos heter6logos [45], como por exemplo quimosina, lactose e galactose, sendo
desta forma uma levedura ja adaptada a um ambiente industrial que apresenta oscilacdes
de pressdo e temperatura. Por todos estes motivos K. lactis foi escolhida como a linhagem

hospedeira de trabalho neste estudo.

1.7 MERCADO DE ACIDO HIALURONICO

Com as descobertas das utilizagdes do &cido hialurénico principalmente na area
estética, a molécula ganhou interesse com o passar dos anos e atualmente ¢é avaliada entre
5000 e 10000 U$/kg dependendo do tamanho da cadeia e sua pureza [4,58]. Pesquisas
realizadas pela empresa internacional "Transparency Market Research™ [59]
demonstraram que o Mercado mundial de &cido hialurénico foi de 5.32 bilhdes de dolares
em 2012 e deve atingir 9.85 bilhGes de dolares em 2019.
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O AH é o principal constituinte do humor vitreo (0,1 mg/ml de massa imida), do
fluido sinovial humano (3-4 mg/ml com massa de 10° Da) [10], do corddo umbilical (com
massa de 10° Da) e em todo o organismo 50% do &cido esta presente na pele [60], onde
a mantém elastica e hidratada [61]. No entanto, em seres humanos o acido hialurdnico
aumenta sua taxa intrinseca de degradacéo enquanto diminui sua taxa de sintese com o
avanco da idade, sendo que pessoas com idade mais avancada ndo possuem a mesma
quantidade de AH no organismo em compara¢do com criangas devido a decrescente
capacidade das enzimas HAS sintetizarem AH com o tempo. Estima-se que 1/3 de toda a
quantidade de acido hialurénico em um homem de 70kg é sintetizada e clivada por dia
[62].

Estes estudos levaram a indudstria farmacéutica a utilizar este polissacarideo na
formulacdo de cosméticos para a pele e olhos [63,64], onde estima-se que 50% dos cremes
existentes hoje no mercado para pele possuam acido hialurénico [14]. Por outro lado, a
indUstria médica e farmacéutica o utiliza na injecdo sob a epiderme para o tratamento e
desparecimento de rugas e nas articulacfes para o tratamento de osteoartrites onde atua
como um lubrificante 6sseo [2] e atenuador da dor [65]. Em quantidades menores, 0 acido
hialurbnico € também utilizado na otorrinolaringologia auxiliando na espessura e
viscosidade das cordas vocais [66] e como um biocarreador de farmacos pois se liga
facilmente ao DNA e proteinas [58,67]. Mais atualmente, estudos sugeriram que o &cido
hialurdnico é promissor na reducdo de impulsos e sensibilidades de nervos, associados a
dor [6].

Por ser uma molécula naturalmente presente na pele, olhos e articulacdes de todos
0S animais vivos, o uso do acido hialurdnico pelos humanos é considerado seguro a saude
independentemente de quem produziu (molécula universal), desde que as formulacGes
apresentem pureza, geralmente exigida de 99% para aplicacdo em animais. Além disso,
sua grande biocompatibilidade e degradacdo nos dois monossacarideos precursores que
também séo considerados seguros tornam o AH uma excelente molécula para ser aplicada

diretamente em humanos [68].

De acordo com um banco de dados contendo aproximadamente 80 milhdes de
documentos de patente de 90 diferentes paises, o niimero de patentes contendo “Acido
Hialurdnico” no titulo € crescente com o passar dos anos (Figura 4). Existem 4844

patentes contendo “Acido Hialurénico” no titulo. A maioria das publica¢des envolve o
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desenvolvimento de aplicacdes médicas e formulacdes, seguidas pelas industrias de
alimento e quimica. Dentre as especialidades das formulagcBes médicas, mais da metade
é desenvolvida para uso em preparacdes cosméticas (62%) seguida das de uso em
cirurgias de varias areas como a oftalmologia (28%) (Figura 4). O campo cientifico
também despertou interesse nas moléculas de acido hialurdnico, com o tempo,
publica¢des envolvendo esta molécula foram de 790 entre 1966-1975, 2200 entre 1976-
1985, 3300 entre 1986-1895 e 7000 entre 1996-2006[4].

a 2000+ b 0.98%
2.60%—_gg |—0.18%

1621

-
(4]
o
(=
i

1000+

Numero de Patentes

500+

Total=4884

Figura 4. (a) Numero de patentes envolvendo Acido Hialurénico desde 1975 e (b) dreas chaves envolvendo o
desenvolvimento das patentes que usam Acido Hialurénico. Em azul preparagbes para a drea médica, em vermelho
para a drea da Bioquimica, em verde para a drea de alimentos, em laranja processos para o desenvolvimento de novas
cadeias de dcido hialurénico e em amarelo outros objetivos.

2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que a sintese de acido hialurbnico através da utilizacdo de
microrganismos produtores naturais envolve elevados custos relacionados com
biosseguranca, as cadeias de AH comercializadas atualmente possuem valores de compra
altos. Para a sintese de AH, a utilizacdo de células de levedura considerada segura ao
homem, como K. lactis, consegue diretamente diminuir o custo desta molécula devido a
auséncia de processos muito rigorosos em relacdo & biosseguranga e garantia de pureza
do produto final. Desta forma, o problema central da utilizacdo de um microrganismo

patogénico na producdo de AH é solucionado e os custos de producdo barateados. As
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pesquisas também ajudam a elucidar a fisiologia da levedura K. lactis, que embora

utilizada em processos fermentativos, ndo possui estudos aprofundados nesta area.

Por fim, a sintese de AH em K. lactis é o 2° estudo na literatura que utiliza uma
levedura para esta finalidade, o que pode auxiliar no estudo de como ocorrem alguns
mecanismos da sintese de AH ainda desconhecidos pela ciéncia.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer cepas geneticamente modificadas de Klyuveromyces lactis produtoras

de Acido Hialurénico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho, juntamente com um fluxo de trabalho
deste estudo estdo resumidos abaixo e na figura 5:

1) Construcdo de vetores de expressdo contendo os genes hasA e hasB para
expressdo das enzimas Hyaluronic Acid Synthase e UDP-Glucose-
Dehydrogenase em celulas de K. lactis;

2) Buscar uma metodologia de transformacéo de alta eficiéncia para K. lactis, de
modo a inserir no genoma da mesma o0s genes hasA e hasB, que codificam
respectivamente as enzimas Hyaluronic Acid Synthase e UDP-Glucose-
Dehydrogenase, de modo a completar a via metabdlica da sintese de AH;

3) Inserir separadamente em K. lactis 4 distintas isoformas do gene hasA: 3
isoformas presente em animais e pertencentes a classe | e 1 isoforma nativa da
bactéria P. multocida pertencente a classe 1,

4) Caracterizar a producdo de acido hialurdnico nas diferentes cepas

geneticamente modificadas de K.lactis.

Estudo, escolha e sintese dos genes alvos
Construcdo da cepa geneticamente modificada
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Figura 5. Fluxograma para a construgdo de cepa de K. lactis produtora de Acido Hialurénico.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismos

Tabela 2. Cepas microbianas utilizadas neste estudo.
Microrganismo | Cepa |
Bactérias
XL10-Gold Tetr

Gendtipo

Escherichia coli A(mcrA)183 A(mcrCB-

(Stratagene) hsdSMRmrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB
laclqgZAM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]

Escherichia coli DH5a F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)

(MCLAB Molecular | U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+)

Cloning phoA supE44 ) thi-1 gyrA96 relAl
Laboratories)
Levedura
Kluyveromyces GG799 (New
lactis England Biolabs)
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Tabela 3. Nome das cepas originadas neste estudo.

Transformacao Genes inseridos / Referénciade | Nome da | Referéncia
com Espécie de Origem Origem Cepa
plasmideo: GenBank gerada

pKlac BAP hasAP/Pasteurella AF036004.2 | BAP Este
multocida estudo.
hasB/Xenopus laevis | AY762616.1

pKlac BA1 hasAl/ Homo sapiens | NM_001523.3 | BAl Este
hasB/Xenopus laevis | AY762616.1 estudo.

pKlac BA2 hasA2/ Homo sapiens | NM_005328 | BA2 Este
hasB/Xenopus laevis | AY762616.1 estudo.

pKlac BA3 hasA3/ Homo sapiens | NM_005329 | BA3 Este
hasB/Xenopus laevis | AY762616.1 estudo.

-- -- GG799 NEB

(selvagem)

4.1.2 Meios de cultura

e LB
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
pH 7,2

Em caso de meio LB &gar, é adicionado agar 1,5%.
Em caso de meio LB Amp, é adicionado agar 1,5% e 100 uL/mL de Ampicilina.

e SOB
Triptona 2% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,06% (p/v)
KCI 0,05% (p/v)
MgCl> 10 mM
MgSO4 20 mM

Os sais MgCl> e MgSO4 foram diluidos no meio a partir de solucéo estoque 1M
previalmente filtrada com filtro de 0,22 pm.

e SOC
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Triptona 2% (p/v)

Extrato de Levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,05% (p/v)
KCI 2,5mM
MgCl» 10 mM
MgSOg4 10 mM
Glicose 20 mM

Os sais KCI, MgCl> e MgSOa, bem como Glicose foram diluidos no meio a partir
de solucéo estoque 1M previamente filtrada com filtro de 0,22 pm.

Em caso de meio SOC Amp, é adicionado Agar 1,5% e 100 pL/mL de
Ampicilina.

YPD (Yeast Peptone Dextrose)

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

Em caso de meio YPD agar, adicionado agar 1,5%.

YPD otimizado para a producéo de acido hialurénico

Glicose 4% (p/v)
Extrato de levedura 0,75 % (p/v)
Peptona 1% (p/v)
K2HPO4 0,25% (p/v)
MgSO4 0,05% (p/v)
NaCl 0,5% (p/v)
Glutamina 0,04% (p/v)
Glutamato 0,06% (p/v)
Acido Oxalico 0,02% (p/v)

YCB Agar Acetamida
Meio YCB (BD Difco ™)  1,17% (p/v)

Acetamida 5mM
Tampéao Fosfato de Sdédio 30 mM
Agar 2% (p/v)
Meio YCB 10X

Meio YCB (BD Difco™)  11,7% (p/v)
Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.
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4.1.3 Tampdes e solucdes

Acetamida 100X

Acetamida 5,9% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

KoHPO4 1 M

K2HPO, 17,42% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

MgCl2 1 M

MgCl, 9,52% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.

MgSOs 1 M

MgSO4 12% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.

CaCl21 M

CaCl; 11 % (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.

Glicose 1 M

Glicose 18% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.

NaH2POs4 0,1 M

NaH2PO4 . H20 2,78% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.

Na2HPOs4 0,1 M

Na,HPO, . H20 2,84% (p/v)

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.
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Acido Acético 0,1 M
Acido Acético Glacial 0,57% (v/v)

Acetato de Sodio 0,1 M
Acetato de Sodio 1,36% (p/v)

Tampao Fosfato de Sédio 0,2 M pH 7,0
NaH2PO4 0,1 M 42,30% (v/v)
Na2HPO4 0,1 M 57,70% (v/v)

Tampéo Acetato 0,2 M pH 6,0
Acido Acético 0,1 M 5,2% (v/v)
Acetato de S6dio 0,1 M 94,8 (v/Iv)

No caso de Tampdo Acetato + NaCl 0,15M ¢é adicionada a solucdo 0,88 g de NaCl.

Acetato de Litio 1M
Acetato de Litio 6,6% (p/v)
Solucéo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

EDTA0,5M pH 8,0

EDTA . 2H20 18,61% (p/v)

Ajustar pH da solucéo para 8,0 com NaOH.

Solucdo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Tris-HCI 1M pH 8,0

Tris base 12.11 % (p/v)

Ajustar pH da solucgéo para 8,0 com HCI.

Solucdo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Tampéo TE 10X

EDTA 0,5 M pH 8,0 2% (V/V)

Tris-HCI 1 M pH 8,0 10% (v/v)

Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Solucéo de Acetato de Litio

Acetato de Litio 1M 10% (v/v)

Tampdo TE 10X 10% (v/v)

Solucéo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Solucéo PEG mix

PEG 4000 40% (p/v)
Tampdo TE 10X 10% (v/v)
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Acetato de Litio 1M 10% (v/v)
Solugéo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Solucéo estoque SDS 100X
SDS 10% (p/v)

Solucéo estoque NaCl 1M (10X)
NaCl 5,8% (p/v)

Brometo de Etidio
EtBr 10 mg/mL

Tampado TBE 10X

Tris Base 10,78% (p/v)
EDTA 0,58% (p/v)
Acido Borico 0,55% (p/v)
pH 8,0

Tampdao de Amostra

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

Tampéo MES 1M pH 6,3

MES 19,52% (p/v)

Ajustar pH da solugéo para 6,3 com KOH.

Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Tampéao de Transformagéo bacteriano (TFB)

MES 1M pH 6,3 1% (v/v)
MnCl2.4H2.0 0,89% (p/v)
CaC2.2H20 0,14% (p/v)
KCI 0,74% (p/v)
Cloreto de Hexamina Cobalto 0,080% (p/v)

Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Marcador molecular para DNA
1 Kb DNA Ladder RTU (Ready-To-Use), 250-10.000 pb (Kasvi)

Tampéo de Ligacdo (Thermo Fisher Scientific®) 10X
Tris-HCL 400 mM
MgCl> 100 mM
DTT 100 mM



ATP 5mM
pH 7,8

Tampéo de PCR (Phoneutria) 10X

KCI 500mM
Tris-HCI pH 8,4 100 mM
Triton X-100 1% (viv)

Reagente CTAB para quantificaco de Acido Hialurdnico
CTAB 2,5% (p/Vv)
NaOH 2% (p/v)

4.1.4 Antibidtico

Ampicilina 1000X

Ampicilina 100 mg/mL

Dissolvida em &gua deionizada ultra-pura e esterilizada por filtracdo em
membrana de 0,22 pm

4.1.5 Kits

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) — purificagéo e limpeza
de solugdes contendo DNA

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) — extracdo de DNA
plasmidial de bactérias

GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) — purificagdo de DNA a
partir de bandas de gel de agarose

GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) — extracéo
de DNA gendmico de leveduras

SuperScript 1 Fisrt-Strand Synthesis System (Invitrogen) — RT-gPCR

K. Lactis Protein Expression Kit (New England Biolabs Inc.) — transformacao e

expressao de compostos heterdlogos em células de K. lactis.

4.1.6 Enzimas

Dentre as enzimas utilizadas neste estudo envolvendo reacdes de PCR, ligacéo e

desfosforilagéo e transcricdo reversa de RNA estéo:

T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific)
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific)
Tag DNA Polimerase pht (Phoneutria)
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e SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen)
e Liticase de Arthrobacter luteus (10 U/ pL)

Além disto, as enzimas de restricdo utilizadas neste estudo em andlises de restricdo

de plasmideos e produtos de PCR estdo listadas na tabela 4.

Tabela 4. Enzimas de restri¢do utilizadas neste estudo.

Enzima Sitio Tampéo (Thermo Temperatura
Fisher Scientific®)
HindllII A|AGCTT Fast Digest Green | 37 °C
Stul AGG|CCT Fast Digest Green | 37 °C
BamHI G|GATCC Fast Digest Green | 37 °C
Sall G|TCGAC Fast Digest Green | 37 °C
Xhol C|TCGAG Fast Digest Green | 37 °C
Bsu36l CC|TNAGG Fast Digest Green | 37 °C
Sacll CCGC|GG Fast Digest Green | 37 °C
4.1.7 Vetores

A Tabela 5 apresenta uma lista de todos os vetores utilizados neste estudo.

Tabela 5. Vetores utilizados neste estudo.

Vetor Descricao Referéncia
pKlac2 Vetor para expressdo de genes em | New England Biolabs
células de Kluyveromyces lactis Inc. (NEB)
p424-GPD Vetor para construcdo de um | American Type Culture
sistema de expressdo do gene hasB | Collection (ATCC)
pBSK-HASAP Vetor contendo o0 gene sintético | Este estudo
hasAP de Pasteurella multocida
pBSK-HASA1 Vetor contendo o gene sintético | Este estudo
hasAl de Homo sapiens
pBSK-HASA2 Vetor contendo o gene sintético | Este estudo
hasA2 de Homo sapiens
pBSK-HASA3 Vetor contendo o gene sintético | Este estudo
hasA3 de Homo sapiens
pBSK-HASB Vetor contendo o gene sintético | Este estudo
hasB de Xenopus laevis
p424-GPD B Vetor derivado de p424-GPD | Este estudo
contendo um cassete de expressdo
do gene hasB
pKlac B Vetor derivado de pKlac2 contendo | Este estudo
um sistema de expressdo do gene
hasB para transformagcdo em K.
lactis
pKlac BAP Vetor derivado de pKlac2 contendo | Este estudo

um sistema de expressdo do gene
hasB e do gene hasAP para
transformacédo em K. lactis
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pKlac BA1

Vetor derivado de pKlac2 contendo | Este estudo
um sistema de expressdo do gene
hasB e do gene hasAl para
transformacéo em K. lactis

pKlac BA2 Vetor derivado de pKlac2 contendo | Este estudo
um sistema de expressdo do gene
hasB e do gene hasA2 para
transformacéo em K. lactis

pKlac BA3 Vetor derivado de pKlac2 contendo | Este estudo

um sistema de expressdo do gene
hasB e do gene hasA3 para
transformacéo em K. lactis

4.1.8 Oligonucleotideos iniciadores

A Tabela 6 apresenta os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo. Os

oligonucleotideos contendo sitios para enzimas de restricdo estdo indicados em

sublinhado.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Nome Sequéncia (5’ 2 3°) Sitio para
enzima
HASB-GPD-F AAA CCT NAG GGT ACC GGC CGC AAATTA AAG Bsu36l
HASB-GPD-R AAA CCT NAG GCT CGA GTT TAT CAT TAT CAA TAC | Bsu36l
TGCC
HASA2-F CCC AAG CTT AAAA ATG CACTGT GAAAGATTC HindlIl1l
HASA2-R AAA AGG CCT TCA AAC ATC CAAGAC CAT AT Stul
HASA3-F CCC AAG CTT AAAAATGCCAGTACAGTTGAC HindlIl1I
HASA3-R AAA AGG CCT TTAAACTTC GGC AAATGC TAA A Stul

Rt-PCR HASA1-F

TTT TGC AGC ATG GTT GAG AGG

Rt-PCR HASA1-R

CCT GAAGTACCCCAACCTGA

Rt-PCR HASA2-F

GCA GAA ATG GGG TGG TAAGAG A

Rt-PCR HASA2-R

CACCCACCATIGGATCTTCTT CTAAA

Rt-PCR HASA3-F

GTT TGG AGG TCAAACTTCCACG

Rt-PCR HASA3-R

TCT TACCACCCCACTTTT GCATA
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Rt-PCR HASAP-F | TCC ATT CGA GGT GAT TGT CAC AG

Rt-PCR HASAP-R | GCA GCA CTA GCT TGG AAACC

Rt-PCR HASB-F GAT GTG AAC CAA GCC AGG ATC

Rt-PCR HASB-R CAGCTTCTT GAATTG CAC CAT CAAT

Rt-PCR Actin KL- | TCT CCT TGC CTC ACG CTATC
F

Rt-PCR Actin KL- | CGG ACG ATT TCT CTT TCA GCG
R

4.1.9 Equipamentos

Todas as leituras de densidade dptica descritas neste estudo foram realizadas em
equipamento SpectraMax M2 Microplate Reader (Molecular Devices®) pela utilizagéo
de cubetas de plastico transparente de 12,5 mm x 12,5 mm com leituras a 600 nm em

temperatura ambiente e utilizando agua destilada como branco e liquido de diluigdes.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacdo de células bacterianas competentes

4.2.1.1 E. coli cepa XL10-Gold

Células de E. coli. foram semeadas em placa contendo meio LB &gar sem
antibidtico a partir de estoque armazenado em freezer -80 °C por 16 horas a 37 °C. Em
ambiente estéril cinco coldnias foram inoculadas em 1 mL de meio SOB contendo MgSO4
20 mM. As colbnias foram homogeneizadas em vortex em velocidade moderada e
diluidas em mais 100 mL do mesmo meio em frasco de 1 litro. As células foram crescidas
por 3 horas a 37 °C até ODeoo de 0,3. As células foram repassadas para tubos de
polipropileno de 50 mL gelados estéreis de fundo conico e estocadas no gelo por 10
minutos.

As células foram centrifugadas a 2700 xg por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas
em aproximadamente 20 mL (para cada tubo) de TFB gelado. As células ficaram em
seguida estocadas no gelo por 10 minutos, centrifugadas a 2700 xg por 10 minutosa 4 °C
e ressuspendidas em aproximadamente 4 mL (para cada tubo) de TFB.
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Todas as suspensdes celulares foram unidas em um unico tubo de polipropileno
de 50 mL gelado estéril e adicionado 140 uLL de DMSO por 4 mL de suspensao de células.
A suspensdo foi misturada por inversdo e estocada em banho de gelo. O contetdo foi

rapidamente repassado a tubos em aliquotas de 100 puL e armazenado a -80 °C.

4.2.1.2 E. coli cepa DH5a

Células de E. coli. foram semeadas em placa contendo meio LB &gar sem
antibidtico a partir de estoque armazenado em freezer -80 °C por 16 horas a 37 °C. Uma
coldnia foi inoculada em 5 mL de meio LB sem antibidtico e incubada a 37 °C 16 horas
a 250 RPM. Apds o crescimento 2 mL da cultura foi repassado para 100 mL de meio LB
sem antibio6tico em frasco estéril de 500 mL. As células foram crescidas por 3 horas a 37
°C até ODeoo de 0,4. As células foram repassadas para tubos de polipropileno de 50 mL
gelados estéreis de fundo conico e estocadas no gelo por 10 minutos.

As células foram centrifugadas a 2700 xg por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas
em aproximadamente 16 mL (para cada tubo) de MgCl, (100 mM) gelado. As células
foram centrifugadas a 2700 xg por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas em
aproximadamente 16 mL (para cada tubo) de CaCl> (100 mM) gelado. As células ficaram
em seguida estocadas no gelo por 30 minutos, centrifugadas a 2700 xg por 10 minutos a
4 °C e ressuspendidas em aproximadamente 5 mL (para cada tubo) de CaCl, (100 mM)
gelado.

Todas as suspensdes celulares foram unidas em um dnico tubo de polipropileno
de 50 mL gelado estéril e adicionado 1 mL de glicerol puro estéril. A suspensdo foi
misturada por inversdao e estocada em banho de gelo. O conteldo foi rapidamente

repassado a tubos em aliquotas de 100 puL e armazenado a -80 °C.

4.2.2 Transformacéao bacteriana em células de E. coli

Aliguotas de células competentes de Escherichia coli cepa XL10-Gold (nos casos
de transformacdes de plasmideos > 9 kb) ou de células competentes de Escherichia coli
cepa DHS5a (nos casos de transformagdes de plasmideos < 9 kb) congeladas a -80 °C em
tubos criogénicos de 1,5 mL foram descongeladas por 10 minutos em banho de gelo. A

seguir, foram misturados as células 10 pL de DNA resultante da reacdo da ligacéo ou 1
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uL de plasmideo intacto de interesse para amplificacdo (~ 100 ng de DNA por
transformacdo). O tubo contendo células e DNA foi incubado por 30 minutos em gelo,
apos isto as células foram retiradas do gelo e imediatamente incubadas em banho de dgua
a42 °C por 90 segundos e entdo recolocadas imediatamente novamente em banho de gelo
por 2 minutos. Apos isto foram adicionadas ao tubo 900 pL de meio SOC e as celulas
foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Ap6s o periodo de incubacdo, 200 uL de células
foram plaqueadas em meio SOC &gar seletivo contendo ampicilina e as placas foram
colocadas invertidas em incubadora a 37 °C por 24 horas. O restante de células foi
repassado a um tubo criogénico, misturado com glicerol puro estéril até concentracao
final de 15% e armazenado a -80 °C. Todos os processos descritos aqui foram feitos com

0 uso de materiais e em ambiente asséptico e esteéril.

4.2.3 ReacOes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as reacdes de amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) dos
genes, cassetes e plasmideos relatados neste estudo foram feitas em microtubos de 0,2
mL contendo (a) 2 pL de tampdo de PCR concentrado 10 vezes; (b) 0,6 pL de MgCl, 25
mM; (c) 1 pL de Primer Forward 10 uM; (d) 1 pL de Primer Reverse 10 uM; (e) 0,5 puL
de ANTP 10 mM; (f) 1 unidade ou 0,2 pL da enzima “Tagq DNA Polimerase”; (g) 10 ng
de DNA molde a ser amplificado e (h) 4gua ultra pura deionizada até completar volume
final de 20 pL. Os microtubos contendo as rea¢fes foram inseridos em termociclador com
0s seguintes ciclos de temperatura: (a) 1 ciclo de 95 °C por 7 minutos; (b) 30 ciclos de 95
°C por 30 segundos, seguido de temperatura de anelamento dos primers por 30 segundos,
seguido por 72 °C por 2,5 minutos; (c) 1 ciclo de 72 °C por 10 minutos e (d) resfriamento

indefinidamente a 12 °C.

4.2.4 Restricdes com endonucleases e desfosforilacGes dos plasmideos contendo os
genes de interesse

Todas as restricdes com endonucleases de plasmideos circulares descritas neste
estudo foram feitas simultaneamente com as reacdes de desfosforilacdo. ReagOes com
endonucleases de restricao de genes, cassetes e produtos de PCR lineares foram realizadas
sem o processo de desfosforilacdo. As reacdes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL
contendo (a) 1 ug de DNA, (b) 2 uL de solugdo tamponante “Green Fast Digest Buffer”

10x concentrado (Thermo Fisher Scientific®), (c) 1 pL de enzima de restricdo (Hindll
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ou Stul ou BamHI ou Sall ou Xhol ou Bsu361) “Fast Digest” (Thermo Fisher Scientific®),
(d) 1 uL da enzima fosfatase “FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase” (Thermo
Fisher Scientific®) nos casos onde ha reacdo de desfosforilacéo e (€) agua ultra-purificada
deionizada até completar volume final de 20 pL. Nos casos em que a analise de restri¢do
do DNA foi feita com 2 enzimas de restricdo, 1 pL da segunda enzima também foi
adicionada ao sistema, totalizando a acao de até 3 enzimas no sistema. Apds preparada a
reagdo de 20 pL, o microtubo foi incubado por 2 horas em incubadora a 37°C e ap0s este

tempo o microtubo foi aquecido a 80°C por 15 minutos para a inativacdo da enzima.

4.2.5 Purificacdo do DNA plasmidial e genémico

As reacoes de PCR ou as reacdes com endonucleases de restricdo, contendo 1 g
de DNA e volume de 20 pL cada, foram purificadas de tampdes, sais e restos de enzimas
inativadas através da utilizacdo do produto “GeneJET PCR Purification Kit” (Thermo
Fisher Scientific®) seguindo as recomendagdes do manual do fabricante. Ao final do
processo, foram obtidos aproximadamente 800 ng de cada DNA digerido e puro em um

volume final de 30 pL.

4.2.6 Ligacao dos genes de interesse com Seus respectivos vetores

Os genes ¢ cassetes “insertos” hasAP, hasAl, hasA2, hasA3, hasB foram
inseridos nos plasmideos “vetores” pKlac e, p424-GPD através de reacdo de ligacdo com
a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific®). Em um microtubo de 0,2 mL
foram inseridos: (a) 100 ng de DNA vetor digerido linearizado desfosforilado; (b) 300 ng
de DNA inserto digerido; (c) 2 pL de “T4 DNA Ligase Buffer” (Thermo Fisher
Scientific®) concentrado dez vezes; (d) 2 pL de solugdo PEG 4000 a 50% (w/v); () 2 uL
de enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific®) e (f) 4gua ultra pura deionizada
até completar volume final de 20 pL. O microtubo foi incubado overnight a 22 °C e apds

este tempo foi diretamente utilizado em transformacao de células de E. coli.

4.2.7 Extragdo de DNA plasmidial de células de E. coli

Em ambiente estéril, dez colbnias escolhidas aleatoriamente de E. coli crescidas

em meio seletivo foram repassadas a 10 mL de meio SOC Amp com o auxilio de um
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palito, onde foram incubadas em shaker a 37 °C e 200 RPM por 16 horas. Apos este
tempo, os plasmideos foram purificados da cultura celular pela utilizacdo do produto
“GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific®) seguindo recomendacdes
do manual do fabricante. Ao final foram obtidos 50 uL de plasmideo purificado com

concentracdo em média de 400 ng/ pL.

4.2.8 Transformacdo em levedura K. lactis

Os plasmideos foram transformados por choque térmico em células de
Kluyveromyces lactis cepa GG799 atraves de protocolo de choque térmico de Gietz, R.
D. e Woods, R. A. contendo varias adaptacdes [54]. Células selvagens de Kluyveromyces
lactis (cepa GG799) foram crescidas em 5 mL de meio YPD em tubo de 50 mL dentro de
shaker a 30 °C com agitagdo de 200 RPM por 24 horas. Apés o crescimento, a densidade
Optica a 600 nm da cultura celular foi lida e esta utilizada para a realizacdo de um inoculo
em 50 mL de meio YPD de modo que o crescimento celular inicie com ODeoo de 0,1. Este
inéculo foi realizado em erlenmeyer aletado de capacidade de 250 mL e colocado em
shaker a 30 °C com agitacdo de 200 RPM. Apds aproximadamente 7 horas, a ODeoo foi
novamente monitorada e espera-se o alcance de um valor entre 0,9 — 1. As células foram
entdo repassadas a um tubo de fundo conico de 50 mL e centrifugadas por 5 minutos a
3000 xg em temperatura ambiente. Em seguida o sobrenadante foi descartado, as células
foram lavadas com 5 mL de tampé&o TE e centrifugadas novamente por 3 minutos a 3000
g em temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado, as células foram
lavadas com 5 mL de solugdo de Acetato de Litio e centrifugadas por 5 minutos a 3000
Xg em temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado e as células foram
ressuspendidas em 0,5 mL de solucdo de Acetato de Litio. Apds a homogeneizacdo, com
a pipeta foram repassados para um tubo de 1,5 mL: (a) 1 pug de plasmideo linearizado em
20 puL de dgua deionizada; (b) 10 pL de DNA de esperma de salméo (10 mg/mL) (Thermo
Fisher Scientific®) e (c) 100 pL da suspensio de células. Em seguida foi adicionado ao
tubo 700 pL de solugdo PEG, a mistura foi homogeneizada e colocada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds este tempo foi adicionado ao tubo 48 pL. de DMSO puro
estéril (Dimetilsulféxido), misturado, e imediatamente foi aplicado um choque térmico
nas células por 15 minutos a 42 °C em banho de dgua. Ap6s o choque, as células foram

centrifugadas por 2 minutos a 3300 xg em temperatura ambiente e lavadas 2 vezes
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seguidas com 1 mL de agua deionizada. Uma terceira ressuspensao foi realizada com 1
mL de &gua deionizada pura e desta suspensao celular foram plaqueados volumes de 20,
50 e 100 pL em meio seletivo YCB agar contendo acetamida. As placas foram incubadas
a 30 °C por 3-4 dias. O restante de células foi repassado a um tubo criogénico, misturado
com glicerol até concentracéo final de 20% e armazenado a -80 °C. Todos 0s processos
descritos neste topico foram feitos com o uso de materiais e em ambiente asséptico e

estéril.

4.2.9 Selecdo e armazenamento das leveduras contendo os genes integrados com
sucesso (PCR de colonia)

Apds o crescimento de Kluyveromyces lactis geneticamente modificada em placa
contendo meio seletivo YCB agar acetamida, foram selecionadas aleatoriamente de cada
placa 20 colonias. Cada coldnia foi repassada para um microtubo de 0,4 mL contendo 20
puL de agua deionizada. Os microtubos foram vigorosamente agitados de modo a
suspender as células e em seguida foram colocados em banho de agua a temperatura
fervente por 10 minutos. Apos este tempo, 0s microtubos foram passados a um banho de
gelo e desta suspenséo 1 pL foi retirado e utilizado como DNA molde para a realizagéo
de reacdo de PCR de modo a confirmar se 0s genes hasA e hasB estavam presentes no
genoma de K. lactis pela utilizacdo dos primers especificos para cada gene (tabela 3).
Apbs os resultados da PCR, as col6nias que apresentam os genes integrados no genoma
foram repassadas a 5 mL de meio YPD em um tubo de fundo cdnico de 50 mL e colocadas
a 30 °C com agitacdo de 200 RPM por 48 horas. Apds os 2 dias, 1 mL desta suspenséao
celular é repassada a um tubo criogénico, misturado com glicerol puro estéril até
concentracdo final de 20% e armazenado a -80 °C. Todos 0s processos descritos neste

paragrafo foram feitos com o uso de materiais e em ambiente asséptico e estéril.

4.2.10 Analise dos genes, RNAs, plasmideos e cassetes.

Todos os genes, RNAs, cassetes e plasmideos vindos ou ndo de reacbes de
transcricdo reversa, analise de restricdo, desfosforilacdo, ligacdo e PCR descritos neste
estudo foram analisados em gel de agarose 1%. 1 g de agarose foi dissolvida em 100 mL
de tamp&o TBE 1X. Em seguida, a solucéo foi agitada e aquecida por 2 minutos em micro-
ondas com poténcia a 70% e na solucéo foi adicionado Brometo de Etidio de modo a
obter uma concentracéo final de 0,5 pg/mL. Apos ocorrida a solidificacéo, no gel foram
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aplicadas as amostras de DNA diluidas em tampé&o de carregamento juntamente com um
marcador “1 Kb DNA Ladder RTU (Kasvi)”. O gel foi aplicado sob uma corrente de 80
Volts durante 60 minutos em tampao TBE 1X e em seguida analisado sob radiagéo ultra-

violeta.

4.2.11 Realizacao de PCR para andlise dos transcritos génicos

Os transcritos dos genes hasAP, hasAl, hasA2, hasA3 e hasB, apds inseridos em
levedura, foram analisados apds a transformacédo. Coldnias de K. lactis crescidas em meio
seletivo e contendo os genes hasAP, hasAl, hasA2, hasA3 e hasB em seu genoma foram
inoculadas em 10 mL de meio YPD otimizado para a producdo de &cido hialurénico e
crescidas a 30 °C com agitacdo de 200 RPM durante 16 horas. Apo6s o crescimento, 0
RNA total de cada cepa foi extraido das culturas celulares utilizando reagente TRIzol
(Invitrogen Life Technologies Inc., USA) seguindo as recomendagdes do manual do
fabricante. Apds a extracdo, o0 RNA foi analisado e quantificado por visualizacdo em gel
usando o marcador 1 Kb DNA Ladder RTU (Kasvi) como padrdo. A transcricao reversa
do RNA foi realizada com a utilizagdo de SuperScript 111 Fisrt-Strand Synthesis System
(Invitrogen) seguindo as recomendagdes do fabricante e utilizando 1 pg de RNA total.

Em seguida foi feitauma PCR de acordo com a se¢do 4.2.3 utilizando cDNA como molde.

4.2.12 Caracterizacao fisiologica das cepas geneticamente modificadas de K.lactis

Colbnias de K. lactis selecionadas contendo os genes hasA e hasB, em
combinagdo ou ndo, foram inoculadas em 10 mL de meio YPD em um tubo de fundo
conico de 50 mL e incubadas por 48 horas a 30 °C com agitacdo de 200 RPM. Apds os 2
dias, da suspensao celular foi retirada uma quantidade de células suficientes para o inicio
de uma cineética de crescimento em erlenmeyer com ODeo inicial de 0,1. Os erlenmeyers
aletados, contendo 20% da capacidade total de meio YPD otimizado para a producdo de
acido hialurdnico, foram incubados em shaker por 96 horas a 30 °C com agitagéo de 200
RPM. Quando o caso, curvas de crescimento das diferentes células foram realizadas
retirando-se em periodos de 1 em 1 hora aliquotas de 1 mL para leitura em comprimento
de onda de 600 nm. Todos os processos descritos neste topico foram feitos com o uso de

materiais e em ambiente asséptico e estéril.
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4.2.13 Purificacao do acido hialurénico do meio de cultura

Células de Kluyveromyces lactis contendo os genes hasA e hasB, em combinacgéo
ou nao, apos crescidas para analise da cinética de crescimento foram diluidas com 1
volume de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,1% e incubadas a temperatura ambiente por
10 minutos para o desprendimento das capsulas de &cido hialurénico ao redor das paredes
celulares. Apds este tempo o0 meio foi centrifugado a 5000 xg por 20 minutos a4 °C e o
sedimento celular foi descartado. O sobrenadante foi repassado a outro tubo de centrifuga,
misturado com 1,5 volume de etanol gelado e incubado por 1 hora em camara friaa 4 °C,
onde foi observada a formacdo de um grande complexo viscoso insolGvel em suspensao
nas solucBes que contém acido hialurénico. Em seguida a solucgéo foi centrifugada a 5000
Xg por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi novamente lavado
com etanol gelado, centrifugado e por fim lavado com 0,5 volume da quantidade original
de meio de NaCl 0,1 M e incubado a 37 °C overnight com agitacdo de 200 RPM para a

dissolucdo do acido hialurénico na solucéo.

4.2.14 Andlise e quantificacdo da producdo de &cido hialurénico em cepas de K. lactis

A andlise e quantificagdo de &cido hialurénico foram realizadas pelo método do
reagente Brometo de CetilTrimetilAmonio (CTAB) descrito por Nicola F. em 1956, com
algumas adaptacbes [69]. A quantidade de 50 pL das solugdes purificadas de acido
hialurdnico obtida foi misturada com 50 pL de tampéao Acetato de sodio 0,2 M pH 6,0 e
colocada em pocos de placa de Elisa 96 pogos de fundo chato transparente. A placa
contendo as amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos para a sincronizacdo de
todas as amostras e em seguida foi adicionado 100 uL de reagente CTAB. Imediatamente
em seguida, a absorbancia da placa foi lida em equipamento sob um comprimento de onda
de 400 nm por 10 minutos, no qual os dados de absorbancia lidos aos 10 minutos foram
registrados. Uma curva padréo foi feita pela utilizacdo de solugdes contendo 0, 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg/uL de &cido hialurénico sédico 99%
purificado de Streptococcus equi (SigmaAldrich) diluidos em agua ultra-pura deionizada.
As absorbancias da curva padrdo foram lidas como descritas anteriormente neste
paragrafo aos 10 minutos, com a diferenca de que foram misturadas com tampao acetato

0,2 M pH 6,0 contendo NaCl (ion Na* estabilizador das hélices de Acido Hialurdnico em

34



meio com alta pureza) a uma concentracao final de 0,15M.

5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DO METABOLISMO DE Kluyveromyces lactis PARA A SINTESE
DE ACIDO HIALURONICO

A construcio de células geneticamente modificadas capazes de sintetizar Acido
Hialurénico envolveu um estudo prévio do metabolismo de K. lactis a partir de bases de
dados gendmicos contendo todo o genoma sequenciado de K. lactis (Banco de Dados
KEGG Genome). Como a grande a maioria das leveduras, K. lactis é capaz de sintetizar
um dos precursores do AH, o UDP-GIcNACc que é usado pela levedura na sintese de
parede celular, entretanto ndo é capaz de sintetizar o outro precursor UDP-GIcUA (Figura
6).

K.lactis contém via metabolica de sintese do composto UDP-Glucose, porém néo
possui a enzima UDP-Glucose dehydrogenase, responsavel por converter UDP-Glucose
no precursor UDP-GICUA (Figura 6). Desta forma, para a sintese de AH na levedura sdo
necessarias a insercao dos genes codificadores das enzimas UDP-Glucose dehydrogenase
(HASB) e Hyaluronic Acid Synthase (HASA) (Figura 6). Embora bastante semelhante
com a via metabdlica de bactérias que sintetizam AH, o metabolismo criado em K. lactis
para a sintese desta molécula difere do de bactérias. Enquanto que em bactérias o
metabolito Glucosamine-6-P é convertido em Glucosamine-1-P (Figura 3), em K. lactis
Glucosamine-6-P é convertido em N-Acetyl Glucosamine-6-P (Figura 6). No entanto, em
termos energéticos e de uso de co-fatores, esta mudanca nao afeta em nada a producdo de

AH nos dois grupos de microrganismos.
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Figura 6. Metabolismo de Acido Hialurénico de K. lactis originado neste estudo. Em roxo o metabdlito existente em
leveduras mas ndo em bactérias, em preto os metabdlitos presentes em bactérias e leveduras e usados no
metabolismo de Acido Hialurénico, em vermelho os metabdlitos e enzimas presentes em bactérias e ausentes em
leveduras mas necessdrios para a sintese de AH. Setas fechadas indicam reagdes sequenciais entre metabdlitos,
enquanto que setas abertas indicam desvios de metabdlitos para um fluxo geral

A carater de comparacdo, foram construidos plasmideos contendo quatro
isoformas do gene hasA, que incluem os genes hasAl, hasA2, hasA3 e hasAP, sendo 0s
trés primeiros genes presentes em Homo sapiens e que codificam as trés enzimas
Hyaluronan Synthases presentes em seres humanos, e o Ultimo presente na bactéria
patogénica Pasteurella multocida. Em relagdo ao gene hasB, utilizou-se o gene isolado
de Xenopus laevis. Este anfibio € um dos organismos modelos em estudos envolvendo
acido hialurénico, principalmente por conter uma quarta isoforma da enzima HAS néo
presente em outros vertebrados. Além disto, os parametros cinéticos, de estrutura e
regulagdo da enzima UDP — Glicose Desidrogenase (HASB) é um dos melhores para a

contribuigdo de uma boa sintese de Acido Hialurénico[70].
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5.2 CONSTRUCOES DE PLASMIDEOS PARA TRANSFORMACAO EM
Kluyveromyces lactis

De posse das sequéncias dos genes hasAl, hasA2, hasA3, hasAP e hasB,
disponivel no GenBank, respectivamente com as sequéncias de referéncia NM_001523.3,
NM_005328, NM_005329, AF036004.2 e AY762616.1 foram sintetizados por empresa
especializada plasmideos contendo os genes citados acima otimizados para expressao em
células de K. lactis utilizando como molde o plasmideo pBluescript SK (-) e denominados
pBSK-HASA1, pBSK-HASA2, pBSK-HASA3, pBSK-HASAP e pBSK-HASB,
respectivamente. Cada plasmideo foi sintetizado de modo a possuir: (i) 0 gene de
interesse, (ii) uma origem de replicacdo para replicacdo em células de Escherichia coli e
(iif) um gene de resisténcia ao antibiotico ampicilina para a sele¢do das celulas com

plasmideos.

Aos plasmideos pBSK-HASA1, pBSK-HASAP e pBSK-HASB também foram
inseridos sinteticamente sitios para enzimas de restricdo a jusante e a montante da regiao
codificadora do gene. Para ambos os plasmideos pBSK-HASA1 e pBSK-HASAP, foram
inseridos sitios para a enzima Hindlll a montante e Stul a jusante das respectivas regides
codificadoras. Para o plasmideo pBSK-HASB, foram inseridos sitios para a enzima
BamHI a montante e Sall a jusante da regido codificadora.

O plasmideo pKlac2, obtido comercialmente (New England BioLabs Inc.®) e
construido exclusivamente para ser utilizado na expressao em células de Kluyveromyces
lactis é um plasmideo constitutivo, realizando uma disrupg¢éo génica no cromossomo B
da levedura, desta forma, inserindo o gene de interesse em seu genoma (Figura 7). pKlac2
(Figura 8) contém essencialmente: (a) regides 5’ ¢ 3’ do promotor LAC4, onde ocorre a
recombinacdo homologa no cromossomo B da levedura; (b) regido para insercao do(s)
gene(s) de interesse entre as duas regides do promotor LAC4; (c) origem de replicagédo
para propagacdo em Escherichia coli; (d) sinal para fator a de secre¢do de proteinas; ()
gene codificando B-lactamase para selecdo de bactérias em meio contendo ampicilina, e
(f) um promotor ADHL1 forte de leveduras guiando a expressao do (g) gene amdS para
selecdo de leveduras em meio sem nitrogénio contendo acetamida como Unica fonte
(Figura 8).
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Figura 7. Integragcdo genémica do cassete de expresséo contendo o gene hasA no cromossomo de K. lactis através da
utilizagéo do plasmideo pKlac2. Integragdo do cassete de expressédo do gene hasB ndo mostrado.

Created with SnapGene™

HindIII (1)
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Figura 8. Mapa fisico do plasmideo pKlac2 utilizado para expresséo em células de Kluyveromyces lactis.
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No entanto, o plasmideo sintético pKLAC2 possui apenas uma regido com
maltiplos sitios de clonagem, bem como apenas um promotor e um terminador (LAC4)
para guiar a expressdo de apenas um gene de interesse (Figura 7). Desta forma, para a
insercdo dos genes hasA e hasB no referido plasmideo, foi necessaria a construgéo prévia
do gene hasB no plasmideo p424-GPD, para que ambos 0s genes obtenham uma regido
promotora & montante e uma regido terminadora a jusante de suas regides codificadoras.
Apenas para realizacdo de teste se hd ou ndo producdo de AH nas células, o plasmideo
p424-GPD foi escolhido por possuir o promotor constitutivo GPD, que é um forte

promotor para expressdo em leveduras nativo de S. cerevisiae.

O gene hasB foi retirado do plasmideo pBSK-HASB através da utilizacdo das
enzimas de restricdo BamHI e Sall e inserido em p424-GPD, também previamente tratado
com BamHI e Sall, de modo a gerar p424-GPD B (Figura 9).

p424GPD B
7930 bp

GPD promoter

HASB-GPD-R BamHI (3653)

Figura 9. Mapa fisico do plasmideo p424-GPD B. Este plasmideo é derivado do vetor p424-GPD contendo o gene hasB
de Xenopus laevis para a geragdo de um sistema de expressdo hasB guiado pelo promotor GPD e inserido através da
utilizagdo das endonucleases de restricdio BamH| e Sall.

Para a confirmacdo da montagem do plasmideo p424-GPD B (7930 pb) foram

realizadas analises de restricdo utilizando as enzimas BamHI e Sall, que liberaram
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novamente o fragmento do gene hasB contendo 1495 pares de bases, como visto na figura
10. Além disto, uma segunda andlise de restri¢do foi realizada utilizando 2 enzimas que
realizaram uma restricdo no plasmideo p424-GPD B na extremidade 5° do promotor GPD
e extremidade 3’ do terminador CYC1 resultando na liberagdo do cassete de expressdo
do gene hasB contendo 2434 pb (Figura 10).

10000 pb —__| o

6000 pb et

3000 pb —— s
2000 pb — P

1500 pb

Figura 10. Andlise de restri¢do para confirmag¢do da montagem do plasmideo p424-GPD B. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. (1) Marcador Gene Ruler 1 kb plus M1191/M1192; (2) Plasmideo p424-
GPD B intacto; (3) Andlise de restri¢do do plasmideo p424-GPD B para a liberagéo do gene hasB contendo 1495 pb;
(4) Andlise de restri¢do do plasmideo p424-GPD + HASB para a liberagdo do cassete de expresséo do gene hasB
contendo 2434 pb

Para que a inser¢do do cassete de expressdo hasB ndo realizasse uma disrupcao
em uma regido do plasmideo pKlac2 contendo sequéncia génica funcional para 0 mesmo,

um estudo do mapa fisico de pKlac2 (Figura 8) mostrou que apenas as endonucleases de
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restricdo com corte unico no plasmideo Bsu361 ou Nrul poderiam ser utilizadas para esta
finalidade (Figura 8). Desta forma foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores para
anelamento na extremidade 5° do promotor GPD e na extremidade 3’ do terminador
CYC1 contendo ambos um sitio para restri¢cdo da endonuclease Bsu361 (Tabela 6). Apds
PCR do plasmideo p424-GPD B com os oligonucleotideos iniciadores citados, o cassete
de expressdo hasB contendo agora sitios para a endonuclease Bsu36l em ambas as
extremidades 5” ¢ 3’ foi submetido a agdo da enzima Bsu36l e ligado ao plasmideo pKlac2
também tratado com Bsu36l originando o plasmideo pKlac B (11547 pb). Para
confirmacdo da montagem, uma analise de restricdo do plasmideo pKlac B utilizando
Bsu36I liberou um fragmento de 2440 pb em gel de agarose 1% corado com brometo de

etidio, compativel com o esperado a partir do estudo do mapa do plasmideo (Figura 11).

(1) HindIIl Stul (356)

(9918) Sacll

pKlac B
11,547 bp

Nrul (3383)
Bsu36l (3404)

Ote’_ ( 5 ' )
GPD promote’

(7091) Sacll

{(5844) Bsu36l

Figura 11. Mapa fisico do plasmideo pKlac B. Este vetor é derivado do plasmideo pKlac2 e contém um cassete de
expressdo do gene hasB para ser usado em K. lactis.
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O plasmideo pKlac B foi entdo utilizado como vetor para a insercéo,
separadamente dos genes hasAl, hasA2, hasA3 e hasAP. Como observado na Figura 11,
pKlac B possui um sinal para fator a de secregdo de proteinas (Figura 11), cujo objetivo
é secretar proteinas que tenham a sequéncia genética inserida no plasmideo. Como todas
as enzimas envolvidas na sintese de acido hialurénico utilizadas neste estudo necessitam
estar dentro das células de K. lactis para que ocorra a producado de &cido hialurénico, foi
necessario que, na insercdo das isoformas do gene hasA, o fator a de secregdo de proteinas
fosse retirado. Por este motivo as enzimas Hindlll e Stul foram escolhidas para que o
gene hasA (com suas diferentes isoformas) fosse inserido em pKlac2, pois séo as unicas

enzimas de corte Unico no plasmideo capazes de retirar o fator a de secrecdo (Figura 11).

Os genes hasAP e hasAl foram extraidos diretamente dos plasmideos sintéticos
PBSK-HASAP e PBSK-HASAL, respectivamente, atraves do uso das endonucleases de
restricdo Hindlll e Stul. Entretanto, os plasmideos sintéticos que contém os genes hasA2
e hasA3, respectivamente, pPBSK-HASA2 e pBSK-HASA3, ndo tiveram sitios para as
endonucleases de restricdo Hindlll e Stul inseridos nas extremidades de ambos os genes
devido a um erro de sintese. Por este motivo, os plasmideos sintéticos pPBSK-HASA2 e
pBSK-HASAZ precisaram ser submetidos a uma reacdo de PCR para extragdo dos genes
hasA2 e hasA3, reacdo de PCR esta que também teve como objetivo inserir um sitio para
a enzima Hindlll a montante e um sitio para a enzima Stul a jusante de ambas as regides

codificadoras através de oligonucleotideos iniciadores sintetizados para isto (Tabela 6).

Apos a amplificacdo por PCR ou restricdo com as endonucleases Hindlll e Stul,
0s genes hasAl, hasA2, hasA3 e hasAP foram inseridos, separadamente, no plasmideo
pKlac B também tratado com HindlIll e Stul, originando, respectivamente os plasmideos
pKlac BA1 (Figura 12) com 12937 pb, pKlac BA2 (Figura 13) com 12863 pb, pKlac BA3
(Figura 14) com 12866 pb e pKlac BAP (Figura 15) com 14140 pb.
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HindIII (1)

(11,308) Sacll
Stul (1746)

pKlac BA1
12,937 bp
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“HASB-GPD-F (4793 .. 4819)

Bsu36l (47%4)

(7206 ., 7239) HASE.GPD-R

(7234) Bsu36l

Figura 12. Mapa fisico do plasmideo pKlac BA1. Este vetor é derivado do plasmideo pKlac B e contém além de um
cassete de expressdo do gene hasB um cassete de expressdo da isoforma 1 do gene hasA utilizado na sintese de dcido
hialurénico em humanos.

(1..28) HASA2-F HindIII (1)

(11,234) Sacll Y,Stul (1672)

/_~HASA2-R (1650 .. 1676)

pKlac BA2
12,863 bp

&
¢
5 Gy
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Nrul (4699)
HASB-GPD-F (4719 .,4745)
Bsu36l (4720)

(8407) Sacll

(7132 ,, 7165) HASB-GPD-R
(7160) Bsu36l

Figura 13. Mapa fisico do plasmideo pKlac BA2. Este vetor € derivado do plasmideo pKlac B e contém além de um
cassete de expressdo do gene hasB um cassete de expresséo da isoforma 2 do gene hasA utilizado na sintese de dcido
hialurénico em humanos.
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(1 ..27) RASA3-F HindIII (1)

(11,237) Sacll Stul (1675)

~ HASAZ-R (1651 .. 1679)

LACq te,

pKlac BA3
: 12,866 bp
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0, 4y

(8410) Sacll

" Nrul (4702)

B85u36] (4723)
b 4
(7135 .. 7168) HASB-GPD-R
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Figura 14. Mapa fisico do plasmideo pKlac BA3. Este vetor é derivado do plasmideo pKlac B e contém além de um

cassete de expressdo do gene hasB um cassete de expressdo da isoforma 3 do gene hasA utilizado na sintese de dcido
hialurénico em humanos.

MindIl (1)

(12,511) Sacll

Stul (2%49)
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&
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)
(9624) Sacll
Nrul (5978)

) B-GOD-F
Bsu3bl (5997)

{8437) Bsudsl

Figura 15. Mapa fisico do plasmideo pKlac BAP. Este vetor é derivado do plasmideo pKlac B e contém além de um

cassete de expressdo do gene hasB um cassete de expressdo da isoforma do gene hasA utilizado na sintese de dcido
hialurénico na batéria Pasteurella multocida.

Para a confirmacéo da montagem dos plasmideos acima citados foram realizadas

andlises de restri¢do utilizando as enzimas Hindlll e Stul em todos os plasmideos pKlac
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BA1, pKlac BA2, pKlac BA3 e pKlac BAP, a fim de observar a liberacéo das isoformas
do gene hasA. Da mesma forma, com os mesmos plasmideos foram feitas analises de
restricdo com as enzimas BamHI e Sall de modo a confirmar também a presenca do gene
hasB. Em todas as analises, 0s genes hasA e hasB foram confirmados, como visto na

figura 16.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10000 pb —__
4000 pb
3000 pb
2000 pb
1000 Bb —s
500 pb

Figura 16. Andlise de restrigGo para confirmag¢do da montagem das isoformas do gene hasA e do gene hasB nos
plasmideos pKlac BAP, pKlac BA1, pKlac BA2 e pKlac BA3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. (1) Marcador Gene Ruler 1 kb plus M1191/M1192; (2) pKlac BAP tratado com Hindlll e Stul com liberagdo do
gene hasAP de 2948 pb ; (3) pKlac BAP tratado com BamHI e Sall com liberagcdo do gene hasB de 1485 pb; (4) pKlac
BA1 tratado com Hindlll e Stul com liberagéo do gene hasA1 de 1755 pb; (5) pKlac BA1 tratado com BamHI e Sall com
liberagdo do gene hasB de 1485 pb; (6) pKlac BA2 tratado com Hindlll e Stul com liberagdo do gene hasA2 de 1681 pb;
(7) pKlac BA2 tratado com BamHlI e Sall com liberagdo do gene hasB de 1485 pb; (8) Marcador Gene Ruler 1 kb plus
M1191/M1192; (9) pKlac BA3 tratado com Hindlll e Stul com liberagdo do gene hasA3 de 1684 pb ; (10) pKlac BA3
tratado com BamHlI e Sall com liberagdo do gene hasB de 1485 pb

5.3 TRANSFORMAGCAO DE Kluyveromyces lactis GG799

O plasmideo pKlac é um vetor integrativo (Figura 8), portanto necessita estar
linearizado para que ocorra a integracdo no genoma de K. lactis. De acordo com as
recomendacdes do fabricante do kit para transformacéo de K. lactis, os plasmideos pKlac
BA1, pKlac BA2, pKlac BA3 e pKlac BAP foram linearizados com Sacll, o que também
resultou na liberacdo de um fragmento do plasmideo contendo origem de replicagdo para
E. coli e um sistema de expressao do gene de resisténcia de ampicilina (Figura 8), que

ndo sdo necessarios para serem inseridos em K. lactis.

Embora o Kit “K. lactis Protein Expression Kit” (NEB) seja comercializado com

células competentes de levedura e reagentes prontos para transformacdo por choque
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térmico, apenas 3 transformacfes sdo possiveis de serem realizadas pelo kit, o que nédo

seria suficiente para a transformacéo dos 4 plasmideos contendo as 4 isoformas de hasA

mais as transformagdes controles. Desta forma, um estudo envolvendo a escolha de um

método de transformacéo das células de K. lactis independente do kit de transformacao

também foi realizado. Com os plasmideos montados contendo 0s genes necessarios para

a sintese de AH foram realizadas transformacdes, tanto por choque térmico quanto por

eletroporacdo, das células de K. lactis cepa GG799 obtidas através do kit “K. lactis Protein

Expression Kit” (NEB) de acordo com a tabela 7.

Tabela 7. Metodologias de transformacéo de K. lactis utilizadas neste estudo.

Metodologia | Transformacao Parametros Referéncia
1 Eletroporacéo 1,5 kV [71]
25 pF
200 Q
2 Eletroporacéo 1,5 kV [72]
25 pF
200 Q
3 Eletroporacéo 1,5 kV [73]
25 pF
200 Q
4 Eletroporacéo 1,0 kV [55]
25 pF
400 Q
5 Eletroporacéo 1,0 kV [74]
25 pF
400 Q
6 Eletroporacéo 0,2 kV [56]
25 pF
400 Q
7 Choque térmico | Choque a 42°C por 60 minutos | [54]
com DNA de esperma de
salméo
8 Choque térmico | Choque a 42°C por 30 minutos | [57]
com DMSO
9 Choque térmico | Choque a 42°C por 15 minutos | Este estudo.
com DMSO e DNA de | Adaptacdo da
esperma de salmao juncéo das
metodologias 7 e
8.

Todas as transformacOes realizadas foram feitas de acordo com a referéncia

mencionada na tabela 7, com excecéo da quantidade de DNA plasmidial (pKlac BAP)
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adicionado as células antes dos choques, que foi padronizado em todos 0s processos para
2 pug. ApOs realizadas as transformagdes, o nimero de col6nias que surgiram nas placas
contendo YCB agar + acetamida foram analisadas de modo a calcular o nimero de
transformantes em cada placa e consequentemente a eficiéncia de transformacgéo, como

mostrado na tabela abaixo:

Tabela 8. Nimero de coldnias transformantes em placa e eficiéncia de transformagéo de acordo com as metodologias
de transformacdo de K. lactis utilizadas neste estudo.

Metodologia Y Numero de col6nias Eficiéncia da
transformantes nas placas transformacéo
(Ne transformantes/pg de plasmideo)
1 9 44
2 12 60
3 14 70
4 5 22
5 3 ~0
6 0 0
7 127 423
8 568 1893
9 ~ 1100 ~3666

Para o célculo da eficiéncia de transformacdo mostrado na tabela 6 acima, a seguinte

equacao foi utilizada:

Y. nimero de colonias nas placas  volume (uL) suspensao celular total

Eftciencia = ug de plasmideo utilizado Y volume (uL) aplicado nas placas
Como sugere a tabela 8, K. lactis cepa GG799 possui uma melhor eficiéncia de
transformacdo quando utilizado choque térmico ao invés de eletroporacdo, embora a
maioria dos estudos utilizem eletroporacdo nas manipulacdes genéticas de K. lactis. No
entanto, estudos posteriores com outras cepas de K. lactis sdo necessarias para uma
afirmacdo mais precisa sobre qual método de transformacéo é mais eficiente, pois a cepa
de K. lactis utilizada neste estudo vem de um kit comercial desenvolvido para choque
térmico, o que pode afetar as transformacoes por eletroporacdo. Além disto, as referéncias
que utilizaram eletroporagéo ndo apresentaram valores tdo baixos de eficiéncia quanto os
apresentados na tabela 8, indicando que a mudanca de cepa pode afetar o resultado da
eficiéncia considerando que todos os experimentos foram realizados em condicdes

idénticas de manipulagéo.
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E valido notar também que apenas o numero de colbnias em placas foi
contabilizado, de forma que ndo foram realizados testes sobre a correta integragéo do
DNA vindo do plasmideo pKlac2 no genoma de K. lactis. Em outras palavras, ndo foram

testadas a ocorréncia ou ndo de col6nias falso-positivo.

As metodologias 7 e 8, que utilizaram choque térmico foram as mais eficientes,
no entanto estas metodologias possuiam vantagens que completavam as desvantagens
uma da outra, como por exemplo, o uso de um carreador de DNA na metodologia 7
enquanto a 8 ndo utilizava e o uso de DMSO (composto quimico que facilita a entrada do
DNA nas células através da permeabilizacdo da parede celular da levedura) na
metodologia 8 enquanto que a 7 ndo utilizava. Por este motivo, o protocolo 9 foi originado
neste estudo a partir de adaptacdes da juncdo das metodologias 7 e 8. O protocolo 9 foi o
que obteve os melhores resultados, bem como a maior eficiéncia de todas as metodologias

(tabela 8). As placas apds crescimento das células de levedura transformadas com o

protocolo 9 sdo apresentadas abaixo na Figura 17.

Figura 17. Placas de YCB Agar + Acetamida com os resultados da transformacdo das células de K. lactis com o
plasmideo pKlac BAP utilizando a metodologia de transformagdo 9. (A) Placa controle contendo 100 uL de suspensdo
celular de K. lactis selvagem; (B) placa contendo 100 L de suspenséo celular de K. lactis apds transformagéo.

Uma vez confirmada a melhor metodologia para transformacdo (Metodologia 9),
esta foi utilizada em todas as transformacfes subsequentes de células de K. lactis
realizadas neste estudo.

O nome das cepas de K. lactis construidas ao receberem os plasmideos finais
construidos neste estudo foram denominados como mostrado na Tabela 3.
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5.4 ANALISE DE FENOTIPO CELULAR

Caracteristicamente células que produzem AH possuem uma cépsula ao redor de
suas membranas, o que afeta visivelmente as células quando vistas em microscopia
eletrdnica e em menor grau afeta a caracteristica da colénia na placa. Apds transformacao
das células com os plasmideos pKlac BAP, pKlac BA1, pKlac BA2 e pKlac BA3, as
cepas originadas foram denominadas, respectivamente, cepa BAP (contendo os genes
hasB e pmhasA), cepa BAL (contendo os genes hasB e hasAl), cepa BA2 (contendo os
genes hasB e hasA2) e cepa BA3 (contendo os genes hasB e hasA3), como mostrado na
Tabela 3.

De modo a forgar novamente a selecdo nas colonias transformantes e confirmar
que as mesmas realmente possuiam a marca de sele¢do capaz de degradar acetamida como
fonte de nitrogénio para consumo, 48 col6nias foram repassadas de placas vindas das
transformacdes a uma placa nova contendo YCB sem acetamida (Placa A) e uma placa

contendo YCB + acetamida (Placa B), como mostrado na Figura 18.

e
Lo 5[ [
A\ ]

Figura 18. Selegdo das colbnias de K. lactis apds transformagdo em placa numerada. A esquerda, placa A contém YCB
Agar — acetamida; & direita placa B contém YCB Agar + acetamida. Em ambas as placas estdo numeradas de 1 a 12,
colénias de K. lactis transformadas com os genes hasAP e hasB, numeradas de 13 a 24 colbnias de K. lactis
transformadas com os genes hasA1l e hasB, numeradas de 25 a 36, colénias de K. lactis transformadas com os genes
hasA2 e hasB, numeradas de 37 a 48, colénias de K. lactis transformadas com os genes hasA3 e hasB e numeradas de
49 a 52, colénias de K. lactis selvagens (GG799).
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A fim de observar em Unica placa col6nias de K. lactis transformantes das 4 cepas

construidas, as placas numeradas representadas na Figura 18 foram divididas como:

e 1al2 - CepaBAP

e 13a24 > CepaBAl

e 25a36 > Cepa BA2

e 37a48 > Cepa BA3

e 49a52 > Cepa selvagem (controle)

Como esperado, as cepas transformantes (numeracéo 1 a 48) cresceram em meio
YCB Agar + acetamida pois continham corretamente integrado o gene amdS vindo do
plasmideo pKlac2 e usado como marca de selecdo dominante, a0 mesmo tempo que nao
conseguiram crescer ou cresceram muito discretamente na placa YCB Agar — acetamida,
validando que no meio apenas acetamida poderia ser utilizada como fonte de nitrogénio
pelas células. Da mesma forma, col6nias selvagens de K. lactis (numeracdo 49 a 52) ndo
cresceram em nenhuma das placas, validando a impossibilidade de K. lactis de utilizar
acetamida como fonte de nitrogénio ndo sendo transformada (Figura 18). Embora pareca
contraditério, em todas as ocasides no qual células de K. lactis foram crescidas em meio

YCB sem acetamida (como na placa A) houve um discreto crescimento celular.

Ainda, foi observado durante a passagem das células entre as placas que, quando
tocadas com uma alca estéril, as col6nias da cepa BAP apresentavam se mais brilhosas e
com um aspecto mais viscoso em comparacdao com as col6nias de cepas selvagens
crescidas em meio YPD Agar. De forma oposta, as cepas BAl, BA2 e BA3 nio
mostraram quaisquer diferencas em relacdo aos aspectos fisicos ou visiveis com a cepa

selvagem.

55 PCR DE COLONIA PARA CONFIRMACAO DA INTEGRACAO
GENOMICA DE hasA E hasB

De forma a confirmar que as col6nias transformantes de K. lactis crescidas em
YCB Agar + Acetamida continham corretamente integrado em seu genoma os genes hasB
e hasA (com suas isoformas) foi realizada uma PCR de coldnia com as col6nias vindas
da placa numerada (Figura 18). Como o préprio kit de transformacéo da NEB “K. lactis
Protein Expression Kit” sugere, a marca de selegdo dominante por acetamida permite

mais facilmente verificar a ocorréncia de uma possivel entrada de 2 ou mais cépias dos
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mesmos genes de interesse e do gene amdS em uma Unica célula, o que resulta em
coldnias de didmetro maior nas placas contendo meio seletivo, pois ha mais cépias do
gene amdS sendo expressas e a levedura transformante torna-se capaz de utilizar mais
acetamida para crescer. Por este motivo, para a PCR de colénia foram escolhidas de cada
cepa as colonias maiores e os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram de
amplificacdo do gene hasB (Tabela 6), pois este € o Unico gene comum em todas as
transformacdes deste estudo e, portanto, poderia ser usado em todas as PCRs. O resultado

da PCR de coldnia das células transformantes é mostrado no gel na Figura 19.
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Figura 19. Andlise de PCR de colénia da integragéo do gene hasB (1507 pb) nas cepas transformadas neste estudo.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. (1) Marcador molecular Ladder 1kB RDU (Kasvi);
(2) PCR do plasmideo pKlac B com oligonucleotideos inicidadores para amplificacdo do gene hasB (controle +); (3)
Controle negativo da reagdo com a utilizagdo de dgua ao invés de suspensdo celulars; (4) PCR de colénia com células
selvagem de K. lactis (controle -); (5) PCR de colénia com células de K. lactis cepa BAP; (6) PCR de col6nia com células
de K. lactis cepa BA1, (7) PCR de colénia com células de K. lactis cepa BA2; (8) PCR de colénia com células de K. lactis
cepa BA3.

Assim como esperado (Figura 19), as cepas transformantes BAP, BA1, BA2 e BA3
tiveram amplificacdo do gene hasB (pogos 5 a 8), enquanto que ndo houve amplificacéo
de DNA vindo de col6nia selvagem de K. lactis (po¢o 4), validando que esta levedura ndo
possui em seu genoma o gene hasB naturalmente. Como o sistema de expressao hasB esta

diretamente ligado e vizinho ao sistema de expressdo de hasA dentro do plasmideo
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pKlac2, a priori foi considerado neste estudo que a integracdo do gene hasB em K. lactis

também indica a correta integracdo do gene hasA.

5.6 CINETICA DE CRESCIMENTO DAS CEPAS TRANSFORMANTES

Apos analise da presenga dos genes hasB e hasA (e suas diferentes isoformas) nas
cepas construidas neste estudo, as células foram entéo crescidas por 24 horas em meio
YPD com dados em triplicata para verificacdo da cinética de crescimento das células. O
meio YPD, contendo extrato de levedura, peptona e fonte de carbono geralmente glicose,
foi escolhido para primeira cinética de crescimento pois é o meio padrdo de crescimento
de leveduras. Como existe apenas 1 estudo anterior a este que utiliza levedura para
producdo de AH, ainda ndo existe um meio padronizado para melhor sintese de AH em
leveduras, sendo necessario testes iniciais para a melhor adaptacéo de um meio de cultura.
A cinética de crescimento, com dados em triplicata, das cepas construidas de acordo com
a Tabela 3 é apresentado na Figura 20 abaixo:
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Figura 20. Cinética de crescimento das células de K. lactis construidas neste estudo em meio YPD. Em losango uma
cepa selvagem (controle); em quadrado cepa BAP (contendo os genes hasAP e hasB); em triGngulo cepa BA1 (contendo
os genes hasA1 e hasB); em tragos cepa BA2 (contendo os genes hasA2 e hasB); em asterisco cepa BA3 (contendo os
genes hasA3 e hasB).

Como observado na Figura 20, as cepas transformantes BAl, BA2 e BA3
apresentaram um perfil de crescimento semelhante ao visto na cepa controle néo

modificada geneticamente.. De modo oposto, a cepa BAP apresentou um crescimento um
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pouco menor tanto em relacéo a controle como em relagao as modificadas geneticamente

com as isoformas HAS de humanos.

De forma a visualizar as diferencas no crescimento de forma melhor, o grafico
semi-logaritmico foi elaborado (Figura 21) de modo a observar o crescimento na fase
exponencial e consequentemente calcular as taxas de crescimento de cada cepa, que pode

ser visto na Tabela 9.
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Figura 21. Cinética de crescimento exponencial (In) das células de K. lactis contruidas neste estudo. Média de leituras
em triplicata. Em losango cepa selvagem (controle); em quadrado cepa BAP (contendo os genes hasAP e hasB);, em
triGngulo cepa BA1 (contendo os genes hasAl e hasB); em tragos cepa BA2 (contendo os genes hasA2 e hasB); em
asterisco cepa BA3 (contendo os genes hasA3 e hasB).

Tabela 9. Taxa de crescimento e OD600 final apds 24 h de crescimento das cepas construidas neste estudo em YPD
para produgdo de AH.

Cepa Taxa de Crescimento maxima (ptmax) ODsoo Final
Selvagem (GG799) 0,295 + 0,02 57,2
BAP 0,271 £ 0,03 45,1
BA1l 0,297+ 0,01 59,4
BA2 0,303 £ 0,02 64,9
BA3 0,291 + 0,02 64

Como visto na Tabela 9 as cepas contendo as isoformas de HAS de humanos
(BA1, BA2 e BA3) cresceram estatisticamente iguais a cepa controle, em outras palavras,
todas apresentaram taxas similares de crescimento maximo e, portanto, ndo pode ser
considerado que as cepas GG799, BAL, BA2 e BAS3 tiveram cinéticas de crescimento

distintas entre si. Em contrapartida, a cepa BAP apresentou cinética e taxa de crescimento
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maximo com valores mais baixos que todas as outras cepas estudadas. Como nas células
a sintese de AH compete com as vias metabdlicas de crescimento celular principalmente
por desviar metabdlitos da glicolise (Figura 6), tal resultado indica previamente uma
possivel ndo producdo de AH nas cepas BAl, BA2 e BA3 e uma sintese em niveis
pequenos de AH na cepa BAP. De forma a confirmar esta hipdtese, a concentracdo de
Acido Hialurénico nos sobrenadantes vindos das cinéticas de crescimento foi
quantificada pelo protocolo de CTAB.

5.7 QUANTIFICACAO DE AH EM MEIO YPD

Mais conhecido como CTAB, o Brometo de Cetil Trimetil Amoénio & um
composto quimico que, dentre todos os compostos presentes nos meios de cultura
utilizados neste estudo, forma complexos insollveis exclusivamente com moléculas de
AH. De forma a se obter uma relagdo entre a ODa4go do meio contendo 0s complexos
insolUveis e a quantidade em gramas de AH, uma curva padrdo foi previamente feita e
apresentada na Figura 22, na qual foram utilizadas soluc6es padrdes de 0, 0,2, 0,4, 0,6;
0,8,e1,09/L.

Os complexos insollveis formados entre CTAB e Acido Hialurdnico sio
instaveis, em outras palavras, comecam a se dissociar apds 10 minutos [75]. Por este
motivo, a reagdo entre AH-CTAB deve ser monitorada exatamente em intervalos de
tempo iguais para diferentes amostras, considerando que a quantidade de complexos em
meio muda conforme o tempo de reacdo avanca. De forma a obter uma curva padrdo com
tempos de leitura iguais, todos os dados foram obtidos aos 10 minutos de reacédo (Figura
22).
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Figura 22. Curva padrdo da relagdo entre AH e o complexo AH-CTAB. Todos os valores de OD foram lidos aos 10
minutos de reagdo contados a partir do momento da mistura entre reagente de CTAB com as solugées padroes de AH
contendo 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 g/L de AH. R20.99012

A partir da Figura 22 a equacdo da curva padrao que relaciona ODago € quantidade
de AH em meio foi:

y = 1847,9x — 436,21
Em que:
X = leitura de OD400 apresentada a partir da reacdo de CTAB com sobrenadante de meio
Y = Quantidade de AH (mg/L) de AH no meio
O sobrenadante do meio de cultura utilizado no crescimento das cepas controle,
BAP, BAL, BA2 e BA3, ap06s serem purificados por protocolo de sedimentacdo com
etanol gelado conforme descrito na se¢do 4.2.13, foi entdo submetido a reacdo de CTAB

e apos utilizacdo da equacdo da curva padrdo apresentada acima os valores de AH (g/L)

contido nos meios das cepas é apresentado abaixo na Tabela 10.

Tabela 10. Quantidade de AH produzida pelas cepas construidas neste estudo em YPD-Glicose.

Cepa Quantidade de AH (g/L)
Selvagem (GG799) 0+0,03

BAP 0,09 £ 0,02

BAL 00,04

BA2 0+0,02

BA3 0+0,02

Como esperado, apenas a cepa BAP produziu AH e em valores considerados

baixos quando comparados as bactérias e até mesmo P. pastoris modificada
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geneticamente, que atingiu 1,7 g/L [17]. A fim de tentar obter uma melhor producéo de
AH, um meio otimizado para a sintese desta molécula foi utilizado em uma segunda

cinética de crescimento.

5.8 CINETICA DE CRESCIMENTO DAS CEPAS TRANSFORMANTES EM
MEIO YPD OTIMIZADO

A sintese de AH pelas células ndo apenas demanda energia na forma de co-fatores
como também utiliza metabolitos como Acetil-CoA em algumas reacdes, que é uma fonte
de energia central para a célula. Além disto, tanto as HAS de classe | como de classe Il
necessitam de fons co-fatores Mg?* para seu correto funcionamento. Devido a isto e com
base no estudo da producdo de AH em Pichia pastoris[17], um meio YPD contendo a
adicdo de alguns sais criado a partir de cinéticas de crescimento em Streptococcus sp.[76]
foi utilizado para anélise das cepas de K. lactis. O novo meio YPD otimizado esta descrito

na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Composigdo do meio YPD otimizado para a produgdo de AH com breve resumo de suas fungoes.

Componente Concentracdo | Funcéo para a célula
(5]

Glicose 40 Fonte de carbono
Extrato de levedura 7,5 Fonte de nitrogénio
Peptona 10 Fonte de nitrogénio
K2HPO4 2,5 Fonte de fosfato.
MgSO4 0,5 fon Mg. Cofator das enzimas HAS.
NaCl 5 fons Na’. Usado na estabilizacdo

durante a formacdo das cadeias de AH.

Glutamina 0,4 Utilizado como co-fator na reacéo que

gera Glucosamina-6-P.

Glutamato 0,6 Regenera Glutamina, que é usado como
co-fator na via de AH.

A cinética de crescimento acompanhada através da medi¢cdo de ODegoo em
triplicata no meio YPD otimizado é apresentada abaixo na Figura 23.

56



DENSIDADE OPTICA (600 NM)

Figura 23. Cinética de crescimento das células de K. lactis contruidas neste estudo. Dados em triplicata. Em losango
uma cepa selvagem (controle); em quadrado cepa BAP (contendo os genes hasAP e hasB); em triGngulo cepa BA1
(contendo os genes hasA1l e hasB); em tragos cepa BA2 (contendo os genes hasA2 e hasB); em asterisco cepa BA3
(contendo os genes hasA3 e hasB).

Em relacdo a cepa selvagem controle (GG799) as cepas BAL, BA2 e BA3 nédo
obtiveram significativa diferenca de crescimento quando comprado estatisticamente.
Entretanto a cepa BAP apresentou visivel retardo no crescimento e de modo a visualizar
as taxas de crescimento, o gréafico semi-logaritmico foi elaborado (Figura 24) com os

valores das taxas de crescimento maximo apresentados abaixo (Tabela 12).
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Figura 24. Cinética de crescimento exponencial (In) das células de K. lactis contruidas neste estudo. Dados em triplicata
biolégica. Em losango cepa selvagem (controle); em quadrado cepa BAP (contendo os genes hasAP e hasB); em
triGngulo cepa BA1 (contendo os genes hasAl e hasB); em tragos cepa BA2 (contendo os genes hasA2 e hasB); em
asterisco cepa BA3 (contendo os genes hasA3 e hasB).
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Tabela 12. Taxa de crescimento das cepas construidas neste estudo em YPD-Glicose otimizado para produgdo de AH.

Cepa Taxa de Crescimento maxima (ftmax) ODsoo Final
Selvagem (GG799) 0,333+ 0,01 42
BAP 0,276 £ 0,02 16,3
BAl 0,341+ 0,02 36,9
BA2 0,3533+£0,01 37,6
BA3 0,3014 £ 0,01 38,7

5.9 QUANTIFICACAO DO AH EM MEIO YPD OTIMIZADO

A partir do sobrenadante do meio YPD otimizado, o AH foi quantificado pela
utilizacdo do protocolo de CTAB e os dados sdo mostrados abaixo na Tabela 13.

Tabela 13. Quantidade de AH produzida pelas cepas construidas neste estudo em YPD otimizado.

Cepa Quantidade de AH (g/L)
Selvagem (GG799) 0+0,05

BAP 0,18 £ 0,01

BA1 0+0,03

BA2 0+0,02

BA3 0+0,03

Como nos resultados do meio YPD comum (Tabela 10), apenas a cepa BAP
conseguiu sintetizar AH no meio YPD otimizado, produzindo 0,18 g/L de AH, o dobro
do alcangado no meio YPD comum, enquanto as cepas BAl, BA2 e BA3 ndo. Este
resultado corresponde ao visto na Figura 23, em que apenas a cepa BAP apresentou um
padrdo de crescimento diferente e menor em relacdo as outras cepas modificadas
geneticamente bem como a cepa controle. Ainda, do ponto de vista fisico, foi claramente
notavel que o meio de cultura ap6s o fim do crescimento da cepa BAP apresentou-se um
pouco Viscoso, enquanto que o das outras cepas nao (dado ndo mostrado).

5.10 ANALISE DOS TRANSCRITOS DAS CEPAS

Devido ao fato de apenas a cepa BAP produzir AH, mesmo com as cepas BAL,
BA2 e BA3 contendo 0s genes para sintese de AH, uma anélise da presenca ou nao dos
transcritos dos genes hasA e hasB nas cepas BALl, BA2 e BA3 foi realizado de modo a

verificar se estas cepas ndo estavam produzindo AH devido a erro de transcrigéo.

O RNA total de todas as cepas construidas neste estudo juntamente com uma cepa
selvagem foi extraido e em seguida o cDNA dos mRNAs da célula foi sintetizado. Com
0 auxilio de oligonucleotideos iniciadores especificos para anelamento no cDNA vindo
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dos transcritos dos genes hasAP, hasAl, hasA2, hasA3 e hasB (Tabela 6) uma PCR foi
realizada de forma a saber se os genes citados estavam ou ndo sendo transcritos. Como a
cepa BAP produziu AH em meio, esta foi utilizada como controle positivo e uma cepa
selvagem como controle negativo. O resultado da PCR do cDNA em gel de agarose é
apresentado na Figura 25 abaixo.

1 23 4 5 6 7 8

500 pb
300 pb

100 pb

Figura 25. PCR de cDNA para andlise dos transcritos dos genes inseridos em K. lactis. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. (1) Marcador molecular Ladder 1kB RDU (Kasvi); (2) PCR de cDNA vindo da cepa
BAP para amplificagdo de parte do transcrito do gene hasB (142 pb) (controle +); (3) PCR de cDNA vindo da cepa BAP
para amplificagdo de parte do transcrito do gene hasAP (129 pb) (controle +); (4) PCR de cDNA vindo da cepa BA1
para amplificagdo de parte do transcrito do gene hasAl (135 pb); (5) PCR de c¢cDNA vindo da cepa BA2 para
amplificagdo de parte do transcrito do gene hasA2 (158 pb); (6) PCR de cDNA vindo da cepa BA3 para amplificagdo de
parte do transcrito do gene hasA3 (133 pb) (7) PCR de cDNA vindo de cepa selvagem (GG799) para amplificagdo de
parte do transcrito do gene hasB (129 pb) (controle -); (8) PCR do RNA total da célula antes da sintese de cDNA vindo
da cepa BAP para amplificagdo de parte do gene hasAp (129 pb) (controle negativo)..

Como visto na Figura 25, nas suas respectivas cepas 0s genes hasAl, hasA2, hasA3
ou hasAP juntamente com hasB foram transcritos, o que era esperado para a cepa BAP.
Desta maneira, as cepas BAL, BA2 e BA3 ndo produziram AH devido a algum erro que,
até o momento, n]ao é possivel identificar onde possa estar ocorrendo. Ainda, o resultado
visto na Figura 25 no pogo 8 confirma que ndo ha nas amostras, apos a extragdo do RNA
total, contaminacdo de DNA genémico, validando que os amplicons obtidos foram

sintetizados a partir de cDNA.
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511 ANALISE DA CINETICA DE CRESCIMENTO DAS CEPAS EM
DIFERENTES FONTES DE CARBONO

K. lactis € uma levedura capaz de crescer ndo apenas em glicose, como também
em outras fontes de carbono como lactose e frutose. Uma vez que a sintese de AH parte
de um desvio direto da via glicolitica (Figura 6), espera-se que outras fontes de carbono
que abastegam a glicolise (sejam por hidrolise em mondmeros de glicose ou por reacdo
tendo como produto um intermediario da glicélise) também funcionem para a sintese de
AH em qualquer célula. K. lactis, por ser uma levedura encontrada naturalmente no leite
tem uma preferéncia maior por lactose em relacdo a outras fontes de carbono. Além disto,
lactose é formada por monémeros de glicose e induz em K. lactis 100 vezes o promotor
indutivo LAC4, o mesmo que esta controlando a expressdo das quatro isoformas dos
genes hasA inseridos em K. lactis nesta tecnologia. A fim de observar os efeitos que as
fontes de carbono podem ter na producdo de AH por K. lactis, foram realizados ensaios
com meio YPD otimizado como descrito na Tabela 11 e separadamente com 3 fontes de
carbono distintas: lactose, galactose e frutose, sendo esta Gltima também escolhida para
analise de crescimento por ser feita, jJuntamente com frutose, de mondémeros de glicose e

também consumida por K. lactis.

Como ja mostrado nas Tabela 10 e Tabela 13, embora com 0s genes hasA no
genoma, as cepas K. lactis BA1, BA2 e BA3 nao sintetizaram AH mesmo em meio YPD-
Glicose otimizado e por este motivo nas cinéticas de crescimento testando diferentes

fontes de carbono apenas a cepa BAP e GG799 (selvagem) foram utilizadas.

5.11.1 Galactose

Seguindo como descrito na Tabela 11, Glicose foi substituida por Galactose
gerando o meio YPGal Otimizado, o que gerou a seguinte cinética de crescimento das
cepas BAP e GG799 (Figura 26).
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Figura 26. Cinética de crescimento das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os genes hasAP e hasB) em meio
YPGal otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem (controle); em quadrado cepa BAP
modificada geneticamente produtora de AH.

N&o houve diferenca significativa de crescimento entre as cepas selvagem e BAP,
embora esta Ultima tenha crescido discretamente menos que a cepa selvagem, o que
sugere que a cepa BAP ndo produz ou produz muito pouco AH em meio contendo

galactose como fonte de carbono.

Com o grafico semi-logaritmico (In) também construido (Figura 27), as taxas de
crescimento e a quantidade de AH quantificado no meio pelo método de CTAB estédo

descritas na Tabela 14 abaixo.
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Figura 27. Cinética de crescimento exponencial com valores em In das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os
genes hasAP e hasB) em meio YPGal otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem
(controle); em quadrado cepa BAP modificada geneticamente produtora de AH.

Tabela 14. Taxa de crescimento e produgdo de AH das cepas GG799 e BAP em meio YPGal Otimizado.

Cepa Taxa de ODsoo final Quantidade de
crescimento (pmax) AH obtida (g/L)
GGT799 0,3905 + 0,04 66 0
BAP 0,3801 + 0,03 62 0,06 + 0,01

5.11.2 Lactose

Como descrito na Tabela 11, do meio otimizado para producdo de AH glicose foi

substituida por Lactose gerando o meio YPLac Otimizado. Em ensaio com este meio, a

seguinte cinética de crescimento das cepas BAP e GG799 foi observada (Figura 28).
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Figura 28. Cinética de crescimento das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os genes hasAP e hasB) em meio
YPLac otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem (controle); em quadrado cepa BAP
modificada geneticamente produtora de AH.

Houve diferenca significativa no crescimento entre as cepas selvagem e BAP,
tendo esta Gltima crescido consideravelmente menos que a selvagem. Desta forma,
considera-se que algo no metabolismo da cepa BAP esta sendo afetado, provavelmente o
metabolismo da sintese de AH, o0 que sugere previamente que a cepa BAP produziu AH

em meio com lactose como fonte de carbono.

Com o gréafico semi-logaritmico (In) também construido (Figura 29), as taxas de
crescimento e a quantidade de AH quantificado no meio pelo método de CTAB estdo

descritas na Tabela 15 abaixo.
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Figura 29. Cinética de crescimento exponencial com valores em In das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os
genes hasAP e hasB) em meio YPLac otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem
(controle); em quadrado cepa BAP modificada geneticamente produtora de AH.

Tabela 15. Taxa de crescimento e produgdo de AH das cepas GG799 e BAP em meio YPLac Otimizado.

Cepa Taxa de ODsoo final Quantidade de
crescimento (pmax) AH obtida (g/L)
GGT799 0,38084 + 0,03 90 0
BAP 0,2641 + 0,04 31 0,39 +0,05

5.11.3 Sacarose

Finalmente, de acordo com a Tabela 11, do meio YPD otimizado, Glicose foi

substituida por Sacarose gerando o meio YPSuc Otimizado, 0 que gerou a seguinte

cinética de crescimento das cepas BAP e GG799 (Figura 30).
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Figura 30. Cinética de crescimento das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os genes hasAP e hasB) em meio
YPSuc otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem (controle); em quadrado cepa BAP
modificada geneticamente produtora de AH.

Como observado no meio YPLac otimizado, houve também uma diferenca
significativa no crescimento entre as cepas selvagem e BAP. Embora a cepa BAP tenha
novamente crescido menos que a cepa controle, o crescimento de BAP néo foi tdo baixo
quanto o crescimento visto em meio YPLac otimizado (Figura 28). Este resultado também
sugere que ha uma producdo de AH pela cepa BAP em meio YPSuc, mas ndo tanto quanto

0 observado em meio YPLac otimizado.

Com o gréfico semi-logaritmico (In) também construido (Figura 31), as taxas de
crescimento e a quantidade de AH quantificado no meio pelo método de CTAB estdo

descritas na Tabela 16 abaixo.
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Figura 31. Cinética de crescimento exponencial com valores em In das cepas GG799 (selvagem) e BAP (contendo os
genes hasAP e hasB) em meio YPSuc otimizado. Dados vindos de triplicata. Em losango cepa GG799 selvagem
(controle); em quadrado cepa BAP modificada geneticamente produtora de AH.

Tabela 16. Taxa de crescimento e produgdo de AH das cepas GG799 e BAP em meio YPSuc Otimizado.

Cepa Taxa de ODsoo final Quantidade de
crescimento (pmax) AH obtida (g/L)
GGT799 0,3252 + 0,02 42 0
BAP 0,2861 + 0,05 30 0,28 £ 0,03

A fim de uma melhor visualizagdo dos resultados das taxas de crescimento e

producéo de AH nos diferentes meios e pela utilizagdo das diferentes fontes de carbono,

a Tabela 17 abaixo representa um resumo de todos os dados apresentados até aqui.
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Tabela 17. Taxas de crescimento e produgcdo de AH das cepas construidas em todos os meios de cultura testados neste estudo para a produgdo de Acido Hialurénico.

GG799 (Selvagem) BAP BA1 BA2 BA3
Meio Taxa | ODeoo | AH | Taxa | ODeoo | AH | Taxa | ODeoo | AH | Taxa | ODeoo | AH | Taxa | ODeoo | AH
(umax) | final | (g/L) | (umax) | final | (9/L) | (umax) | final | (9/L) | (umax) | final | (g/L) | (umax) | final | (g/L)
YPD Glc 0,29 | 57,2 0 0,27 | 451 | 0,09 | 0,30 | 594 0 0,30 | 64,9 0 0,29 64 0
YPD Glc Otimizado | 0,33 42 0 0,28 | 16,3 | 0,18 | 0,34 | 36,9 0 0,35 | 37,6 0 0,30 | 38,7 0
YPGal Otimizado 0,39 66 0 0,38 62 0,06 -- -- -- -- -- -- -- -- --
YPLac Otimizado | 0,31 90 0 0,26 31 | 0,39 -- -- -- -- -- -- - -- --
YPSuc Otimizado | 0,32 42 0 0,28 30 | 0,28 -- -- -- -- -- -- - -- --
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6. DISCUSSAO

Embora K. lactis seja uma levedura ja bem utilizada em processos industriais[45],
ndo ha tantos estudos sobre a fisiologia desta levedura como S. cerevisiae, que é de sua
mesma familia. Esta caréncia de estudos dificulta a obtengdo de conclusdes precisas em
estudos envolvendo a manipulacdo genética de K. lactis, pois muitos mecanismos que
podem interferir na sintese de determinados metabolitos podem ainda ser desconhecidos.
Em comparacdo com S. cerevisiae, considerada microrganismo padrdo dentre as
leveduras e que pertence & mesma familia de K. lactis, observam-se algumas diferencas
fundamentais para a escolha de uma destas leveduras em estudos de engenharia
metabolica, como pode ser visto na Tabela 18 abaixo, adaptada do estudo de Rodicio e
Heinisch [46].

Tabela 18. Caracteristicas chaves de K. lactis comparada a S. cerevisiae. Tabela adaptada do estudo de Rodicio e
Heinisch.

Caracteristica

S. cerevisiae

K. lactis

Tempo de geragéo?

80 min

80 min

Metabolismo energético

Crabtree-positivo

Crabtree-negativo

Utilizacdo central de glicose | Glicolise Via das  pentoses

fosfato

Disponibilidade de vetores e | Disponibilidade excelente | Pouca disponibilidade

sistemas de transformacéao

Qualidade da recombinacdo | Excelente Boa®

homologa®

Genoma sequenciado Sim Sim

Aplicacbes Biotecnologicas FermentacGes  classicas; | Produtos laticinios;

Producdes heterdlogas Producdes heterdlogas

a Tempo de geragdo obtido em cepas de laboratdrio (+ 10 min) em meio rico a 30 °C.
b Pode ser aumentada usando uma cepa K/ku80 deletada

Uma vez que K. lactis € considerada uma levedura com efeito Crabtree-negativo
(Tabela 18) sugere-se que esta é uma levedura com metabolismo ideal para a sintese de
AH, diferente de S. cerevisiae. A sintese de AH depende de um alto custo energético para
a célula, custo este equilibrado pela utilizacdo de moléculas que sdo majoritariamente

sintetizadas durante um metabolismo aerébio (UTP, ATP, Glutamina, NAD" e Acetil-
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CoA), desta forma, é de se esperar que a sintese de AH seja incrementada quando ha mais
respiracdo celular em relacéo a fermentacéo alcéolica, processo que ndo ocorre de forma
muito ideal em leveduras com efeito Crabtree-positivo. Esta caracteristica de respiragdo

celular de K. lactis a torna uma boa candidata a sintese de AH.

Igualmente aos estudos de metabolismo, protocolos de transformacdo de K.
lactis também ndo sdo tdo pesquisados (Tabela 18) e dependem em grande parte
atualmente da utiliza¢do do kit comercial “K. lactis Protein Expression Kit” (NEB) que
oferece células para transformacdo por choque térmico de alta eficiéncia, porém com
metodologia de preparacdo de células competentes em segredo. A partir das observacdes
do trabalho aqui realizado, sugere-se que protocolos de utilizacdo de choque térmico séo
mais eficientes para a entrega de DNA exdgenos em K. lactis do que protocolos que
utilizam eletroporacdo, entretanto € valido considerar que a cepa de levedura utilizada
neste trabalho (GG799) foi obtida do kit comercial citado acima e desta forma espera-se
desta cepa de fato uma maior adaptacdo ao uso de choque térmico. A fim de obter
resultados mais precisos sao necessarios mais estudos de transformacdo de K. lactis com
a utilizacdo de outras cepas. Ao contrario do esperado, na literatura, é observado que a
grande maioria das manipulacdes genéticas de K. lactis (~90%) envolve o uso de
eletroporacgdo[45,46], o que mostra que esta tende a ser uma melhor metodologia que

choque térmico para transformacdo em outras cepas de K. lactis usadas em laboratério.

Utilizado nas transformacdes de K. lactis, o plasmideo pKlac2 (Figura 8) mostrou-
se como um excelente vetor para entrega de DNA. Nas transformacdes feitas neste estudo
a integracdo dos genes hasA no promotor LAC4 no cromossomo B da levedura ocorreu
de forma correta, ndo tendo havido resultados identificados, por PCR de col6nia, de
recombinacdo em locais que ndo fossem pLAC4 (dado ndo mostrado). E valido ainda
considerar que, como representado nas Figura 12 a 15, as orientacOes de todas as
isoformas dos genes hasA estavam invertidas (fita sense) em rela¢do a orientacdo dos
genes hasB (fita antisense). Estudos relatam que diferengas na orientagdo de 2 genes em
S. cerevisiae afeta de diferentes maneiras a atividade das enzimas codificadas por estes
mesmo genes [77]. Por este motivo, é pertinente um estudo posterior com a inversao da
orientagdo dos genes hasB em relacdo a hasA, de modo a visualizar se tais efeitos
causariam um aumento na producdo de acido hialurénico nas cepas modificadas ou

mesmo se este seria 0 motivo das cepas BAL, BA2 e BA3 néo sintetizarem AH
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Ambos 0s promotores utilizados neste trabalho, pGPD e pLAC4, conseguiram
corretamente guiar a expressdo dos genes hasA e hasB, respectivamente. Tal resultado é
validado pois a cepa BAP conseguiu sintetizar AH tendo o gene hasAP guiado por pLAC4
e 0 gene hasB guiado por pGPD (Figura 15). Desta maneira, é considerado que as cepas
BA1, BA2 e BA3 ndo sintetizaram acido hialurénico por motivos que nao envolvem a
atividade ndo funcional de promotor. Nativo de S. cerevisiae, o promotor GPD
(Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase), também conhecido como TDH3, € um dos
melhores promotores constitutivos relatados na literatura[78]. Por S. cerevisiae ser da
mesma familia de K. lactis esperava-se que este promotor apresentasse também um étimo
funcionamento nesta ultima. Entretanto, para otimizacao da producdo de AH, idealmente
outros promotores indutivos serdo escolhidos futuramente e otimizados para testes
guiando os genes has, principalmente hasB e hasC. Nativo de K. lactis, o promotor LAC4
€ um dos principais promotores estudados nesta levedura. Além de ser um promotor
indutivo, pLAC4 ndo é inibido por glicose, como ocorre em S. cerevisiae, 0 que 0 torna
um promotor ideal para sistemas de expressao em K. lactis[45].

Tanto em S. cerevisiae como em K. lactis existe um operon dedicado a regulacédo
de melibiose/galactose (MEL/GAL) e lactose/galactose (LAC/GAL), respectivamente, ja
que S. cerevisiae ndo é capaz de utilizar lactose como fonte de carbono. A regulacéo de
ambos 0s operons € realizada por diferentes proteinas com func@es especificas, mas
bastante semelhantes em ambas as leveduras. Em S. cerevisiae, Gal4 é uma proteina que
se liga a0 DNA em uma sequéncia proxima ao promotor LAC4, o que resulta em um
recrutamento de co-ativadores e complexos de pré-iniciacdo necessarios para o inicio da
atividade do operon MEL/GAL. Na auséncia de galactose na célula, um regulador
negativo denominado Gal80 acopla-se a Gal4 prevenindo que esta Ultima induza a
expressdo do operon MEL/GAL. Existem ainda 2 outras proteinas denominadas Gal3 e
GAL1, que séo 78% idénticas em homologia e funcionam como um sensor de galactose
intracelular. Gal3/Gall é uma enzima galactoquinase (converte galactose + ATP <>
galactose-1-fosfato + ADP) com baixa atividade catalitica, mas que possui grande
afinidade pelos substratos galactose e ATP. Uma vez ligado aos seus substratos,
Gal3/Gall forma um complexo com Gal80, o que impede esta ultima de regular
negativamente Gal4. Em outras palavras, quando ha galactose intracelular, Gal3/Gall
funciona como um competidor de Gal4 pela ligagdo com Gal80, permitindo que Gal4
possa ativar o operon MEL/GAL[79].
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Em K. lactis o sistema do operon LAC/GAL é bastante semelhante ao descrito em
S. cerevisiae, entretanto K. lactis ndo possui Gal3, possuindo apenas Gall, que nesta
levedura é uma proteina bifuncional. Resumidamente, Gall ao mesmo tempo que se liga
a Gal80 também ativa Gal4, realizando a ativacdo do operon LAC/GAL simultaneamente
com o impedimento da atividade do regulador negativo Gal80. Em K. lactis o operon
LAC/GAL ¢é formado pelos genes LAC12 e LAC4, que codificam respectivamente, uma
lactose permease ¢ uma [-galactosidase, responsaveis por internalizar galactose/lactose

extracelular e utiliza-la como fonte de carbono.[80]

Embora bastante semelhantes, h4 uma diferenca relevante entre os operons
MEL/GAL de S. cerevisiae e LAC/GAL de K. lactis que necessita ser considerada em
estudos de engenharia metabdlica. Enquanto que o operon MEL/GAL é€ reprimido por
glicose, 0 operon LAC/GAL ndo[81]. Supbe-se que glicose interfere na ligacdo de Gal4
necessaria para a ativacdo do operon MEL/GAL, entretanto, em K. lactis, Gal4 (ou
kILac9) € insensivel a esta interferéncia. Por este motivo, embora neste estudo os genes
hasA estejam sob controle do promotor Lac4, a utilizacdo de fontes de carbono como
Sacarose ou glicose ndo devem ter um efeito diferente na regulacdo dos genes hasA
quando comparada a utilizacdo de lactose ou galactose. Mesmo assim, estudos sobre o
nivel de transcricdo dos genes hasA em diferentes fontes de carbono sdo futuramente

necessarios para a validacdo desta hipdtese.

Como ja previsto em outros estudos com outras cepas[82], K. lactis apresentou
também uma vantagem frente as outras leveduras em relacdo a marca de selecdo.
Enquanto ainda hoje outras leveduras como S. cerevisiae e P. pastoris ainda utilizam
técnicas de modificacbes genéticas com plasmideos que conferem resisténcia a
antibidticos pelas leveduras[17,53], K. lactis mostrou ser capaz de utilizar de forma
eficiente a marca de selecdo dominante por acetamida, que ndo envolve o0 uso de nenhum
antibidtico ou molécula considerada toxica e € uma caracteristica atrativa pelas inddstrias

de escalonamento.

Em relacdo ao metabolismo de AH, desde o inicio a cepa BAP (contendo os genes
hasAP e hasB) mostrou clara tendéncia a producéo de AH, com caracteristicas diferentes
até mesmo em placa em relagdo a cepa controle, enquanto que as cepas BA1, BA2 e BA3
ndo. De forma interessante, os graficos das cinéticas de crescimento das leveduras
conseguiram prever sempre corretamente a producédo ou ndo de AH pelas células. Cada
vez gque uma cepa em estudo apresentava cinética de crescimento igual ou melhor que a
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cepa controle (selvagem) era esperado que esta cepa ndo estivesse produzindo AH e vice-
versa. Tal observacdo explica porque a cepa BAP, que produziu AH em todas as analises
de crescimento, também cresceu menos que a cepa controle em todos os meios
otimizados, como pode ser observado nos graficos. Em média, a cepa BAP atingia
determinada ODsgoo 3 horas depois que as cepas GG799, BAL, BA2 e BAS3 ja haviam
atingido a mesma ODgoo.

Como visto na Tabela 17, a producédo de AH dobrou quando partiu de meio YPD-
Glicose padrdo para meio YPD-Glicose otimizado. Como este Gltimo possuia ions co-
fatores e sais que ajudam na sintese de AH [76] pelas enzimas HAS era esperada a
observacao deste resultado.

Em relacdo as fontes de carbono, a observacao da figura 32 pode ajudar a entender
os valores obtidos e também mostrados na Tabela 17. A utilizacdo de Galactose no meio
foi a que trouxe pior resultado de sintese de AH, além de ter originado uma cinética de
crescimento quase idéntica entre as cepas GG799 e BAP. Na via metabdlica da célula,
Galactose entra como precursor do metabolito Glicose-1-P, que por sua vez é utilizado
na via de sintese de UDP-GICUA (Figura 32), em outras palavras, Galactose é uma
péssima fonte de carbono para sintese de AH pois ndo gera metabolitos que abastecam a
via glicolitica e por fim ainda ativa a via de sintese de apenas um dos precursores do AH,
neste caso 0 UDP-GICUA. Como o AH para ser produzido de forma eficaz necessita da
presenca no citoplasma dos 2 precursores de forma equilibrada, a maior ativacdo de
apenas a via de 1 precursor ndo fornece resultados bons. Ainda, observa-se que de todos
os resultados apresentados neste estudo (Tabela 17), o teste com Galactose foi o que
apresentou maior taxa de crescimento e atingiu maior OD final, o0 que pode ser explicado
pois sem sintetizar AH a célula desviou melhor seu fluxo para o crescimento celular,
considerando também que K. lactis utiliza galactose como fonte de carbono e possui o

promotor LAC4 indutivo até 100 vezes mais por galactose.

Em relacdo aos meios contendo lactose e frutose, ambos estes aclcares sao
formados, em combinagdo com outro aglcar, por monémeros de glicose, desta forma
ambos quando hidrolisados na célula abastecem a via glicolitica, 0 que é vantajoso para
a sintese de AH e observado na Tabela 17. Entretanto, 0 meio com Lactose produziu mais
AH que 0 meio com sacarose pois este ultimo além de glicose libera frutose que também
entra na via glicolitica (via frutose-6-fosfato) na célula (Figura 32) mas néo tem efeito
nos promotores indutivos de K. lactis. Lactose, por outro lado, libera glicose e galactose
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fazendo com que glicose possa partir para a via de sintese de UDP-GIcCNACc e galactose
possa partir para a via de sintese de UDP-GICUA via Glicose-1-fosfato (Figura 32)
equilibrando os 2 precursores do AH na célula e criando um ambiente perfeito para o
funcionamento da enzima HAS. Além disto, galactose induz 100 vezes os promotores
indutivos de K. lactis, principalmente o promotor LAC4, que neste caso esta guiando 0s
genes hasA inseridos na levedura. Em outras palavras, lactose é a melhor fonte de carbono
para a sintese de AH neste estudo.

Por fim, ndo houve producdo de AH pelas cepas BA1, BA2 e BA3 provavelmente
devido a um erro no acoplamento destas enzimas & membrana da levedura. Como ja
mostrado na Figura 2 as HAS de humanos possuem varios dominios acoplados a
membrana da célula[83] enquanto que HAS de P. multocida possui apenas um [84]. De
forma esperada, ndo deve ser dificil o acoplamento da HAS de P. multocida na célula,
entretanto os varios dominios que HAS de humanos possui deve ter complicado o
acoplamento da enzima na membrana da levedura o que a fez tornar-se ndo funcional. Os
resultados de PCR a partir de cDNA que mostrou que os genes hasAl, hasA2 e hasA3
estavam sendo transcritos nas células ajuda a afirmar esta teoria de que ha algum erro
apos a transcricdo. No entanto, estudos mais especificos sdo necessarios para realmente
provar que parte ap6s a transcricdo ou mesmo durante a propria transcrigdo das has
apresentou problemas na célula. Ndo existe na literatura relato de uso das HAS de
humanos em microrganismos modificados geneticamente, preferivelmente as HAS de
classe | utilizadas sdo de bactérias[32,34,41,43] e ndo de humanos para estudos como
estes, por este motivo ndo ha como saber baseado em outros dados onde estaria a falha
de producédo de AH pelas cepas BALl, BA2 e BA3. Embora da mesma classe, como visto
na Figura 2, as HAS de humanos possuem ainda mais dominios transmembranicos que
as HAS de bactérias.

Finalmente, K. lactis sempre se mostrou uma levedura com 6timas caracteristicas
para a sintese de uma molécula como o AH, entretanto, seu metabolismo focado na via
das pentoses fosfato (tabela 18) pode ser considerado um problema para a sintese de AH.
A VPP nas células realiza um sequestro dos metabolitos Glicose-6-Fosfato e Frutose-6-
fosfato, ambos utilizados na sintese dos 2 precursores do AH (Figura 32). Futuramente e
de forma a incrementar a sintese de AH na cepa BAP, é vélido realizar a delago de alguns
genes alvos que competem com a sintese de AH, principalmente as enzimas envolvidas

na fase ndo oxidativa da VPP. Estudos com delecdes destes e alguns outros genes alvos,
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como a propria quitina sintase, que utiliza UDP-N-Acetil Glucosamina como precursor,

sdo validos para a analise de uma melhor producéo de AH.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo aqui apresentado obteve sucesso na criacdo de 4 diferentes cepas da
levedura Kluyveromyces lactis cepa GG799 contendo 0s genes necessarios para fazer a
mesma sintetizar acido hialurénico, no entanto, a producdo de AH foi observada em
apenas 1 das cepas. Além disto, frente ao outro Unico estudo existente da producdo de AH
em leveduras[17], o melhor resultado obtido aqui (0,39 g¢/L) corresponde a
aproximadamente 23% do melhor resultado apresentado em Pichia pastoris (1,7 g/L) e
10% da média de producdo das cepas de Streptococcus produtoras naturais de AH.

No entanto € valido notar, que K. lactis além de ndo ser adaptada a producdo de
uma molécula de alto custo energético como o AH, também ndo teve neste estudo
algumas estratégias utilizadas tanto na pesquisa com Pichia pastoris como nas pesquisas
utilizando outros microrganismos para a sintese de AH. Dentre estas estratégias que
podem ser usadas em estudos futuros com a mesma cepa criada aqui pode-se citar (1) uso
de promotor indutivo para guiar o gene hasB juntamente com a insercdo de outra copia
do gene hasC na célula também sob controle de promotor indutivo de modo a conseguir
equilibrar durante o crescimento das células a concentracdo dos 2 precursores do AH com
estratégias de inducdo; (2) utilizacdo de outro tipo de fermentacdo como batelada
alimentada que € sugerida na literatura como melhor forma de produzir AH; (3) dele¢des
de vias metabdlicas que competem com a sintese de AH na célula (\VPP; quitina sintase);
(4) super expressdes de vias metabolicas que auxiliam na sintese de AH na célula
(sacarose fosforilase); (5) estudo mais aprofundado da enzima HAS de modo a saber se a
modificagdo de algum dos seus inimeros receptores podem ser modificados para
aumentar a sintese de AH e (6) estudo mais aprofundado do proprio metabolismo e
fisiologia de K. lactis, que ndo é tdo bem explorado e elucidado, tendo inclusive apenas

1 estudo na literatura de analise de fluxo metabdlico nesta levedura.[46]

Embora com produgdo de AH considerada baixa, a elucidacdo das eficiéncias de

protocolos de transformacdo de K. lactis juntamente com o segundo relato no mundo de
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producdo de AH em leveduras tornam este estudo promissor para a gera¢ao de uma futura

cepa competidora no mercado de AH e na elucidacgéo da fisiologia de K. lactis.

8. PRODUCOES RELEVANTES

Ao longo do tempo que o projeto de pesquisa aqui descrito foi desenvolvido,
houveram contribuicOes para a difusdo e transferéncia do conhecimento cientifico na area
de biologia molecular fisiologia de leveduras e no campo do AH. Anterior a este estudo,
ha apenas 2 patentes depositadas sobre producdo de AH em levedura, sendo 1 delas com
destaque ao processo de purificacdo do &cido e ndo a producdo. Além de ja ter uma patente
depositada (NUmero do pedido BR 10 2016020186 1), este projeto também obteve grande
destaque nas areas de biologia molecular, com apresentacdes em congressos brasileiros
de foco académico (XX Simposio Nacional de Bioprocessos/SINAFERM e X1 Simposio
de Hidrdlise Enzimatica de Biomassas/SHEB) e comercial (6° encontro técnico do
RHAE/Programa de Formag#o de Recursos Humanos em Areas Estratégicas) , bem como
em universidades de destaque na biotecnologia fora do Brasil (PhD course "Industrial
Biotechnology for Lignocellulose Based Processes” Chalmers University of Technology/
Gothenburg; Sweden). Em relacdo a publicacdes este projeto ja teve 1 revisdo

publicada[18] e possui 2 artigos em andamento.
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10.ANEXOS

HindIIl (£53)

pBSK-hasAl
4612 bp

(2398) Stul -

Figura 33. Mapa fisico do plasmideo sintético pBSK-HASA1 que contém o gene hasA1 (Hialuronan Sintase isoforma 1)
vindo de Homo sapiens e otimizado para a levedura K. lactis. Em destaque os sitios para as enzimas Hindlll e Stul
inseridos sinteticamente nas extremidades do gene hasAl, bem como o local de anelamento dos olinucleotideos
iniciadores para andlise futura de transcritos do gene.

Created with SnapGene™
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Figura 34. Mapa fisico do plasmideo sintético pBSK-HASA2 que contém o gene hasA2 (Hialuronan Sintase isoforma 2)
vindo de Homo sapiens e otimizado para a levedura K. lactis. Em destaque os sitios para anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores responsdveis por inserir nas extremidades do gene hasA2 sitios para as enzimas de
restrigdo Hindlll e Stul, bem como o local de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores para andlise futura de
transcritos do gene.
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Created with SnapGene™

HASA3-F (660 .. 676)
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Figura 35. Mapa fisico do plasmideo sintético pBSK-HASA3 que contém o gene hasA3 (Hialuronan Sintase isoforma 3)
vindo de Homo sapiens e otimizado para a levedura K. lactis. Em destaque os sitios para anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores responsdveis por inserir nas extremidades do gene hasA3 sitios para as enzimas de
restrigdo Hindlll e Stul, bem como o local de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores para andlise futura de

transcritos do gene.
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Figura 36. Mapa fisico do plasmideo sintético pBSK-HASAP que contém o gene hasAP (Hialuronan Sintase) vindo de
Pasteurella multocida e otimizado para a levedura K. lactis. Em destaque os sitios para as enzimas Hindlll e Stul
inseridos sinteticamente nas extremidades do gene hasAP, bem como o local de anelamento dos olinucleotideos

iniciadores para andlise futura de transcritos do gene.
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Figura 37. Mapa fisico do plasmideo sintético pBSK-HASB que contém o gene hasB (UDP-Glucose Desidrogenase)
vindo de Xenopus laevis e otimizado para a levedura K. lactis. Em destaque os sitios para as enzimas BamH| e Sall
inseridos sinteticamente nas extremidades do gene hasB, bem como o local de anelamento dos olinucleotideos
iniciadores para andlise futura de transcritos do gene.
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Figura 38. Mapa fisico do plasmideo p424-GPD utilizado neste estudo para construgdo do sistema de expressédo do
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