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RESUMO

K. phaffii (Pichia pastoris) ¢ considerada uma das plataformas de expressao mais
importantes no contexto da biotecnologia industrial devido a sua capacidade de produzir
proteinas recombinantes soliveis e em niveis elevados quando comparada a outros
sistemas eucarioticos. Os altos niveis de expressao sdo normalmente atingidos utilizando-
se o promotor induzivel Paoxi, dependente de metanol, um composto toxico e inflamavel.
A quimosina bovina ¢ uma protease de interesse comercial na industria alimenticia sendo
utilizada na coagulacdo do leite para fabrica¢do de queijos. Comercialmente, esta enzima
¢ produzida por expressdo heterdloga na levedura Kluyveromyces lactis ¢ no fungo
filamentoso Aspergillus niger. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma alternativa
nacional para a produgdo industrial de quimosina bovina utilizando a em K. phaffii e com
a controle da produgo baseado nos promotores constituvos Ppck, Pcap € P1Er, eliminando
a necessidade da adigdo de metanol. O gene da pro-quimosina B foi clonado em vetores
contendo um dos 3 diferentes promotores constitutivos descritos acimas, o fator de
secrecdo alfa e o gene de resisténcia a kanamicina, kanR. Clones de levedura
transformantes e secretores de quimosina foram selecionados pela formagao de halos de
hidrolise em placas contendo meio minimo YNB e leite. A produ¢do de quimosina pelo
promotor Ppgk foi confirmada em gel de poliacrilamida pela presenca de uma banda de
40 kDa, identificada como a pro-quimosina que, apos ativacdo em pH acido, foi
processada em sua forma madura (36 kDa). Para os clones contendo os promotores Pgap
e Pter, a temperatura de cultivo precisou ser otimizada para a producao da enzima. As
atividades de coagulacdo observadas em todos os clones testados superaram aqueles
observados em trabalhos anteriores envolvendo o uso dos promotores Paoxi € Pgap. Um
maior numero de copias do gene de interesse ndo resultou em maiores atividades de
coagulacdo. A quimosina secretada pela K. phaffii foi purificada em uma tUnica etapa de
cromatografia de exclusdo molecular, o que resultou na obten¢dao de 670 mg/L de
quimosina. A enzima recombinante apresentou as mesmas caracteristicas das quimosinas
comerciais no que se refere a especificidade ao substrato e termoestabilidade, mostrando-

se, assim, como uma alternativa promissora para sua producgao industrial.



ABSTRACT

K. phaffii (Pichia pastoris) is considered one of the most important expression
platforms in industrial biotechnology due to its ability to produce soluble recombinant
proteins at high levels compared to other eukaryotic systems. High expression levels are
typically achieved using the inducible PAOX]1 promoter, which is dependent on methanol,
a toxic and flammable compound. Bovine chymosin is a protease of commercial interest
in the food industry, used in milk coagulation for cheese production. Commercially, this
enzyme is produced by heterologous expression in the yeast Kluyveromyces lactis and the
filamentous fungus Aspergillus niger. The objective of this work was to develop a
national alternative for the industrial production of bovine chymosin using K. phaffii and
with production control based on the constitutive promoters pPGK, pGAP, and pTEF,
eliminating the need for methanol. The prochymosin B gene was cloned into vectors
containing one of the three different constitutive promoters described above: the secretion
factor alpha and the kanamycin resistance gene, kanR. Transformant and chymosin-
secreting yeast clones were selected by the formation of hydrolysis halos on plates
containing YNB minimal medium and milk. Chymosin production by the pPPGK promoter
was confirmed on polyacrylamide gels by the presence of a 40-kDa band, identified as
prochymosin, which, after activation at acidic pH, was processed into its mature form (36
kDa). For clones containing the pGAP and pTEF promoters, the culture temperature
needed to be optimized for enzyme production. The coagulation activities observed in all
clones exceeded those observed in previous studies using the pPAOX1 and pGAP
promoters. A higher copy number of the gene of interest did not result in greater
coagulation activities. The chymosin secreted by K. phaffii was purified in a single-step
size exclusion chromatography, resulting in 670 mg/L of chymosin. The recombinant
enzyme exhibited the same characteristics as commercial chymosins in terms of substrate
specificity and thermostability, thus proving to be a promising alternative for industrial

production.



INTRODUCAO

A coagulagdo enzimatica do leite com o uso de quimosina ¢ um dos métodos mais
utilizado para a produgio de vérios tipos de queijo. E a adi¢do desta enzima que promove
a precipitagao do complexo de caseinas, causando a separacdao do leite em duas fases:
coagulo e soro. O codgulo obtido ¢ a por¢do que serd drenada, colocada em formas e
prensada para a fabricacdo do queijo, portando a etapa de coagulacdo é determinante na

qualidade e no rendimento da produgdo (Johnson, M E & Lucey, J A, 2006).

A quimosina tem uma a¢do marcadamente diferente das outras proteases gastricas
asparticas, pois enquanto estas apresentam ampla atividade proteolitica, e processam com
eficiéncia todas as proteinas no lumen gastrico, a quimosina ¢ especifica para a caseina
do leite, apresentando baixa atividade proteolitica para outras proteinas. Essa
especificidade restrita na capacidade de proporcionar uma alta atividade de coagulagio
do leite, tornou a quimosina uma enzima muito importante para a industria de queijo

(Foltmann, 1992).

Hoje, aproximadamente 80% dos queijos fabricados no mundo sdo feitos a partir
de enzimas produzidas por microrganismos. Entre elas, temos as enzimas proteoliticas
nativas de fungos ou bactérias, mas principalmente as quimosinas recombinantes (Liu, X.

et al, 2021).

A producdo de quimosina bovina recombinante, ou seja, a partir da expressao
heteréloga em organismos geneticamente modificados, apresenta-se como uma
alternativa ética e de alta qualidade para a industria do queijo. Entre os organismos usados
como células hospedeiras, bactérias e fungos destacam-se no emprego de tecnologias do
DNA recombinante para a sintese de proteinas. Atualmente, as quimosinas recombinantes
disponiveis no mercado sdo produzidas principalmente pelo fungo filamentoso

Aspergillus niger e a levedura Kluyveromyces lactis.

A levedura Komagataella phaffii pode ser uma excelente alternativa para a
producdo da quimosina recombinante, pois une os beneficios de um sistema de expressao
eucarioto, como secre¢do eficiente e modificagdes pos-traducionais, com as propriedades
de crescimento desejaveis de organismos unicelulares, além de ja possuir o status GRAS
(Generally Recognized as Safe) para uso na producdo de alimentos e produtos

farmacéuticos (Joan Lin, C. & James, M. C., 2000) (Thompson, 2010).



O Brasil ¢, ainda hoje, um pais essencialmente importador de quimosina, por isso
o presente projeto de pesquisa de doutorado tem como objetivo o desenvolvimento de
uma plataforma de expressdo heterdloga baseada em microrganismos modificados
geneticamente para produzir esta enzima de forma recombinante. Esse objetivo geral
envolve construir trés linhagens de levedura K. phaffii produtora de quimosina, de
expressdo constitutiva a partir dos promotores Ppgk, Pcar ¢ Prer, eliminando a
necessidade de metanol, comparar a producdo entre os diferentes promotores e purificar

a enzima.



REVISAO DA LITERATURA

Coagulacao enzimatica do leite

O leite ¢ um fluido complexo, com diferentes componentes difundidos em trés
fases: solucdo, dispersdo coloidal e emulsdo. Na fase soluvel estdo principalmente os
minerais, vitaminas, a lactose, proteinas do soro e agregados de caseina pequenos; na fase
coloidal encontramos as grandes micelas de caseina de, em média, 140 nm e na fase de

emulsdo estdo principalmente os globulos de gordura (Cortez, 2017).

Entre as proteinas do leite, as caseinas apresentam grande importancia para a
industria de laticinios na transformac¢ao em derivados lacteos, pois as propriedades
funcionais, ¢ a maioria das caracteristicas sensoriais de diversos produtos, dependem das
caseinas. Essas proteinas tém uma grande estabilidade a temperaturas elevadas e a
condi¢cdes de desidratagdo. A propria fabricagdo do queijo € baseada na coagulagido da
caseina por acao de enzimas proteoliticas ou por condigdes de acidez acompanhada de

aquecimento (Cortez, 2017).

As caseinas sdo encontradas formando grandes agregados coloidais e representam
aproximadamente 80% do contedo total de nitrogénio do leite. Consistem
principalmente em quatro fracdes de polipeptidios fosforilados: a s1 (s= sensibilidade ao
calcio), a s2, B e k-caseinas. Devido a presenga do fosforo, as a-caseinas e -caseina sdao

capazes de ligarem-se ao calcio para promover a precipitacdao (Kumar, A. et al, 2010).

A «K-caseina, por possuir apenas um residuo fosforilado na molécula, consegue
manter-se soluvel mesmo em altas concentragdes de calcio e reage hidrofobicamente com
o e P-caseinas, estabilizando essas fragdes insoliveis do leite mesmo na presenca de
calcio (Figura 1). Como a carga negativa da k-caseina ndo ¢ proveniente da presenca de
fosfato, que poderia ser neutralizado pelo célcio, e sim pela sua alta glicosilacdo, que
origina seu perfil hidrofilico, é possivel a organizacdo do complexo de caseinas em

micelas (Cortez, 2017).

Por estar na regido mais superficial da micela, a k-caseina ¢ a fragdo mais
suscetivel a acdo de proteases, principalmente a quimosina. A regido sensivel localiza-se
entre os residuos de aminoacidos fenilalanina (105) e metionina (106), justamente a

regido mais externa na molécula de k-caseina (Foltmann, 1992).



SUBMICELA DE CASEINA

MICELA DE CASEINA

FIGURA 1. ESQUEMA DA ORGANIZACAO DAS CASEINAS DO LEITE EM MICELAS E
SUBMICELAS. As a e P-caseinas interagem com o calcio formando o centro hidrofobico da
submicela. A k-caseina reage hidrofobicamente com o centro da submicela e projeta a porgdo
hidrofilica no ambiente aquoso.

Um ter¢o da molécula da k-caseina possui uma regido ionica C-terminal com trés
residuos de oligossacarideo e o restante da molécula apresenta caracteristicas
hidrofobicas que corresponde a para-k-caseina, formada apos a hidrolise da ligacdo
fenilalanina-metionina, ¢ que serd incorporada a massa do queijo. A fracdo soluvel é
altamente hidrofilica, ¢ denominada caseino-macropeptideo (CMP) e é retirada junto com

o soro formado (Figura 2). (Foltmann, 1992).

sitio de clivagem da quimosina

F M
-20 -11 105 106 169

peptideo sinal para-kappa-caseina macropeptideo
FIGURA 2. ESQUEMA DA ESTRUTURA DA KAPPA-CASEINA DO LEITE BOVINO. A quimosina

hidrolisa a regido C-terminal entre os aminoacidos fenilalanina e metionina originando dois
fragmentos, a para-k-caseina insolivel e o caseino-macropeptideo (CMP) soluvel no soro.

A atividade de coagulacdo ¢ uma indicacdo da quantidade de quimosina ativa

presente na amostra. Na literatura encontramos uma variedade de metodologias para a



quantificagdo da atividade de coagulagdo, mas todas se baseiam no método Berridge que
consiste em observar a flocula¢ao do leite quando incubado com uma amostra contendo
quimosina. Neste método, uma unidade de coagulacdo do leite (U) ¢ definida como a
quantidade necessaria de enzima para coagular 10 mL de leite desnatado em po

reconstituido, a 30 °C em 100 segundos.

Na literatura cientifica que trata do tema dois ensaios se destacam: o REMCAT
(IDF Standart 157:2007) e o UAC. Ambos sdao baseados no método Berridge de

coagulacgao do leite, porém diferem entre si em varios aspectos.

Nas duas metodologias encontramos diferengas na concentracdo de CaCl
presente no substrato, na temperatura de incuba¢ao do complexo enzima-substrato, na
razao enzima/substrato (E/S) ¢ a unidade final obtida. O ensaio REMCAT, oficialmente
aplicado na industria de laticinios, ¢ o método definido pela Sociedade Internacional de
Laticinios e utiliza concentracao de CaCl; 4,5 vezes menor que no ensaio UAC; a razao
E/Sremcat € 0,02 e E/Suac € 0,25; a incubacgao ¢ feita a 32 °C ao contrario do método
UAC em que a temperatura ¢ de 37°C. Essas diferengas fazem com que os valores de
UAC sejam superestimados em comparacdo com o método REMCAT, pois uma maior
concentracgdo de calcio, extrato enzimatico ¢ temperatura mais altas aceleram a reacao de

coagulacao.

E importante considerar que a agregacdo das micelas de caseina s6 comeca a
ocorrer quando cerca de 60-80% das k-caseinas na amostra foram hidrolisadas, ou seja, a
reacdo catalisada pela quimosina, que ¢ a quebra da k-caseina em para-k-caseina e
macropeptideo, comeca a ocorrer muito antes de observarmos qualquer mudanca no
estado fisico do leite (Dalgleish, 1995) e, devido a esse motivo, os ensaios de atividade
de coagulacdo atualmente aplicados ndo permitem a afericdo de medidas como a
constante de Michaelis (K), o nimero e turnover (kca) € a eficiéncia catalitica da (kca/

Km) da quimosina.

Quimosina bovina.

A quimosina (EC 3.4.23.4) ¢ uma hidrolase aspartica com alta atividade especifica
proteolitica sobre a k-caseina do leite, mas baixa atividade inespecifica para a quebra das
caseinas a e 3. No processo de coagulagdo do leite para a fabricagao de queijo, o codgulo

resultante da precipitagdo das por¢des hidrofobicas do complexo de caseinas ndo continua

5



sendo degradado, uma vez que a quimosina tem uma baixa atividade proteolitica; este
fato garante um alto rendimento do coagulo e reduz a possibilidade de formacao de
peptideos de baixo peso molecular que dao sabor amargo indesejavel ao queijo (Beppu,

1983).

A enzima ¢ sintetizada na forma de pré-pro-quimosina e secretada pelo tecido da
mucosa do quarto estdmago (abomaso) de bezerros como uma enzima precursora
(zimogénio) chamada pro-quimosina, também conhecida como pro-renina, que contém
365 residuos de aminoacidos e tem peso molecular de cerca de 41 kDa (Figura 3). A
por¢ao N-terminal do peptideo, de 42 residuos de aminoacidos, sofre autocatalise em pH

menor que 5,0, quando ¢ clivado originando a forma ativa da enzima com 35.6 kDa

(Beppu, 1983).

16 1 43 365

( ------ -
pré-pré-quimosina  pré-quimosina quimosina

FIGURA 3. ESQUEMA DA ESTRUTURA LINEAR DA PRE-PRO-QUIMOSINA BOVINA.

A quimosina bovina ¢ uma proteina bilobular formada por 9 alfa-hélices e 29
folhas-beta (Figura 4). Possui em sua estrutura 3 ligagdes dissulfeto: Cys45-Cys50,
Cys206-Cys210 e Cys250-Cys283, sendo a ultima indispensavel para o dobramento
correto da proteina. O sitio catalitico é conservado no grupo das aspartil-proteases, sendo
constituido pelos residuos Asp34 e Asp216, orientados um de frente para o outro (Kumar,

A. etal, 2010).

Na renina sdo encontrados dois tipos de quimosina: a quimosina A e a quimosina
B. A diferenga entre as duas enzimas estd em apenas um aminodcido na regido 244.
Enquanto a quimosina A possui um residuo de aspartato nessa regido, que lhe confere
uma alta afinidade com a caseina, a quimosina B possui uma glicina que proporciona uma

estabilidade maior da enzima em pH &cido (Foltmann, 1992).



FIGURA 4. QUIMOSINA BOVINA. Proteina de cadeia Gnica que assume forma bilobular em
sua estrutura tercidria mantida por ligagdes de hidrogénio e trés ligagdes dissulfeto. E
principalmente constituida de folhas beta-pregueada e poucas alfa-hélices. Cada lobulo contribui
com um residuo de acido aspartico para o aparato catalitico (Asp34 e Asp216). Fonte: WWPDB
(JENSEN, L ET AL, 2013).

Na primeira etapa do processo catalitico mediado pela quimosina deve ocorrer a
interagdo do sitio catalitico da enzima com uma molécula de agua. O residuo Asp34 ¢
capaz de desprotonar a d4gua que, ao se tornar eletronegativa, faz um ataque nucleofilico
sobre o carbono da ligacdo peptidica da k-caseina, buscando a estabilizagdo. O residuo
Asp216 da quimosina doa um proton para o oxigénio da carbonila da ligagdo peptidica
da k-caseina, e o residuo Asp34 doa um préton para o nitrogénio da ligagdo peptidica,

promovendo a quebra na regido Phel05 e Met106 (Theron, 2013).

Tradicionalmente, a quimosina bovina era extraida do abomaso de bezerros, pois
¢ a principal protease aspartica secretada em ruminantes recém-nascidos. A quimosina
estd intimamente relacionada com a pepsina A (EC 3.4.23.1) que predomina nos

mamiferos adultos (Kumar, A. et al, 2010).

Uma série de bactérias e fungos tém sido sugeridos como fontes potenciais de
substitutos da quimosina: a indistria de laticinios usa amplamente a renina microbiana
produzida a partir de fontes fingicas, especialmente do fungo filamentoso Rhizomucur
miehei. No entanto, a atividade proteolitica da renina microbiana causa problemas
secundarios como, por exemplo, dificuldades no endurecimento do coagulo e perda
significativa de gordura e proteina para a por¢do hidrossoliivel, o soro de leite.
Consequentemente, os rendimentos do queijo sdo baixos e as peptonas formadas dao ao

queijo sabores e odores indesejaveis (Mohanty, A.K., et al, 1999).



Isso acontece porque a relagdo entre a atividade de coagulacdao do leite e a
atividade proteolitica da quimosina de bezerro ¢ 1,5 vezes maior do que a de qualquer
renina microbiana (Mohanty, A.K., et al, 1999). Por isso, a procura e comercializagdo de

quimosina animal, que confere um sabor caracteristico ao queijo, ainda persiste.

A engenharia genética representa um método alternativo para produzir quimosina
funcional idéntica a sua contraparte convencional. Esse método de obtengao de quimosina
recombinante pode obter o status de geralmente reconhecido como seguro (GRAS)
(Flamm, 1991), e sdao apoiados por varias organizagdes vegetarianas e autoridades
religiosas (Kosher e Halal), apresentando-se como uma solugdo para o fornecimento de
enzimas que atendam tanto as demandas da industria de laticinios, quanto a dos
consumidores de queijo. As quimosinas produzidas por fermentagdo ndo possuem
pepsina bovina, que esta sempre presente em niveis variaveis nos coalhos tradicionais de
bezerro. Essa auséncia ajuda a melhorar o rendimento do queijo, evitando a protedlise

excessiva.

A tabela 1 compila as principais quimosinas comercializadas atualmente, com a
descricao do tipo (animal, microbiana ou recombinante), de qual organismo vivo provém

a produgdo, ¢ a empresa fabricante.

TABELA 1 TIPOS DE QUIMOSINA COMERCIALMENTE DISPONIVEIS NO MERCADO

Nome comercial Tipo Organismo Fabricante
produtor
Naturen Animal Bezerro CHR HANSEN
Carlina Animal Bezerro Dupont
Microlant Microbiana Rhizomucur miehei CHR HANSEN
Hannilase Microbiana Rhizomucur miehei CHR HANSEN
Marzyme Microbiana Rhizomucur miehei Dupont
Maxiren Recombinante FPC Kluyveromyces lactis DSM
CHY-MAX Recombinante FPC Aspergillus niger CHR HANSEN

Producao de quimosina bovina recombinante

A tecnologia do DNA recombinante ¢ uma das inovacdes mais significativas do
século XX e possui papel fundamental na fabricacao de produtos farmacéuticos, como no
desenvolvimento de vacinas, e também na melhoria da producdo agricola, pecudria e

industrial (Tseng, H & Small, H., 2019).



Essa tecnologia refere-se a um conjunto de métodos laboratoriais usados para
juntar fragmentos de DNA de varias fontes e propagar os recombinantes resultantes em

organismos vivos, como bactérias, fungos, plantas ou células animais.

No centro dessa tecnologia estdo quatro componentes: um vetor de DNA, uma
enzima que seja capaz de cortar a molécula de DNA, uma enzima que una fragmentos de
DNA e um organismo hospedeiro. O vetor de DNA pode ser um plasmideo ou DNA viral,
circular, capaz de manter um organismo hospedeiro e se autorreplicar com o hospedeiro.
A enzima de corte sao as endonucleases de restri¢ao capazes para abrir o DNA do vetor,
que de circular torna-se linear para permitir a inser¢do de DNA de outra fonte. A enzima
de unido, a DNA ligase, ¢ usada para ligar o DNA do vetor e o material genético exdgeno,
que pode ser um gene de outro ser vivo, recriando uma molécula de DNA circular estavel,
que deve ser introduzida em um organismo hospedeiro para propagacdo através da

replicacdo do DNA.

Proteinas recombinantes sdo produzidas usando essa tecnologia em sistemas
hospedeiros de expressao procaridtica, como bactérias, ou eucarioticas, utilizando células
de mamiferos, leveduras, células de insetos e plantas transgénicas como hospedeiros. Essa
producdo heterdloga pode ser feita tanto em escala de laboratdrio, como em ambientes de

grande escala.

A aplica¢do de enzimas pela industria de alimentos sempre esteve presente na
historia, e hoje aumenta continuamente com os avancos biotecnoldgicos empregados nos
processos. O potencial biocatalitico dos microrganismos foi aproveitado durante séculos
para produzir pdo, vinho, vinagre e outros produtos fermentados comuns, sem a
compreensdo da base bioquimica de seus ingredientes. Hoje, o uso de enzimas para a
fabricacdo de alimentos e bebidas representa uma grande parte do mercado de enzimas

industriais (Singh, R. et al, 2016) (Deckers, M. et al, 2020).

As enzimas sao obtidas principalmente por fermentacdo microbiana, para a qual
sao utilizadas cepas de tipo selvagem (WT) ou geneticamente modificadas. O rendimento
da produgdo de enzimas alimenticias pode ser aumentado otimizando-se o processo de
fermentagdo, com o uso de linhagens melhoradas ou com a producdo recombinante de

enzimas (Deckers, M. et al, 2020).

A producdo e o uso de enzimas alimentares sdo regulamentados por trés 6rgaos

principais: a JECFA, um comité conjunto de especialistas em aditivos alimentares da
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FAO/ONU (Food and Agriculture Organization) com a OMS (Organizagao Mundial da
Saude); a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA); e a FDA (Food
and Drug Administration) dos Estados Unidos da América. A regulamentagdo nos EUA
segue uma abordagem amplamente orientada para o produto, enquanto a Unido Europeia
enfatiza os processos de produgdo. Ambos os sistemas possuem e desenvolvem listas de
enzimas aprovadas para facilitar o comércio e, a0 mesmo tempo, proteger a saude € o

bem-estar do consumidor (Kocabas, D. & Grumet, R., 2019).

No Brasil, a Anvisa € 6rgao que estabelece quais sao os aditivos e os coadjuvantes
de tecnologia permitidos para as diferentes categorias de alimentos sem oferecer risco a
saide humana. As normas s3o fundamentadas em critérios restritos apoiados em
regulamentacdes e sugestdes emitidas a nivel mundial pelo comité de especialistas da

OMS e FAO.

Em 1990 foi aprovado o primeiro ingrediente alimentar feito por meio de
tecnologia de DNA recombinante: a quimosina bovina produzida por bactéria. Em 1987
a FDA recebeu a solicitacdo para confirmagdo de status GRAS da preparaciao de
quimosina derivada de Escherichia coli K-12. Apo6s revisar as informagdes na petigdo e
na literatura publicada, ficou concluido que o principal componente ativo dessa
preparacdo de quimosina era idéntico ao presente na renina extraida do abomaso de
bezerros, € que as impurezas ndo tornavam a substancia insegura para o uso pretendido

(Flamm, 1991).

A bactéria Gram negativa E. coli ¢ um dos microrganismos mais bem estudados e
¢ comumente usada na expressao de proteinas heterdlogas. As vantagens de usa-la como
organismo hospedeiro sdo bem conhecidas: possui uma cinética de rapido crescimento,
culturas de alta densidade celular sdo facilmente alcangadas, os meios de cultura ricos e
complexos podem ser feitos a partir de componentes prontamente disponiveis e baratos,
e a transformacdo com DNA exdgeno ¢ rapida e de metodologia simples- (Rosano,

German L. & Ceccarelli,E, 2014).

No entanto, a producdo de quimosina bovina pela E. coli se d& apenas
intracelularmente, pois a proteina acumula-se no citoplasma na forma de corpos de
inclusdo (Menzella, Hugo G. et al., 2003) (McCaman, 1989) (Schoemaker, J. M. et al.,
1985). Esse fato pode ser considerado uma desvantagem, ja que exige etapas a mais na

sua obtencdo pela necessidade de purificacdo dos corpos de inclusdo, de extragdo e
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renaturagdo da proteina, com consideravel perda de rendimento ao longo destes processos

(Chen, H. et al., 2000).

No pedido de status GRAS da quimosina bovina produzida por E. coli K-12 , o
fato de a pro-quimosina se agregar no citoplasma na forma de corpos de inclusdo foi
considerado vantajoso, pois nessas estruturas elas ficam isoladas de outros componentes
bacterianos e, portanto, 0s possiveis contaminantes na preparacdo seriam apenas oOS
quimicos usados na extracao e renaturagdo da proteina, que ja possuem aprovagao como

aditivos alimenticios (Flamm, 1991).

Essa organizacdo da pré-quimosina em corpos de inclusdo ocorre logo no inicio
da fase exponencial de crescimento bacteriano e se torna mais intensa quando a sintese
da proteina ¢ controlada por um promotor de transcri¢ao forte (Kapralek. F. et al, 1991).
Os corpos de inclusdo sdo compostos por polimeros de moléculas de pré-quimosina que
se interligam parcialmente por ligagdes dissulfeto, mas também € possivel encontrar neles
uma grande concentragdo de pro-quimosina na forma reduzida (Schoemaker, J.M. , et al,

1985).

O processo de redobramento (renaturagdo) da pré-quimosina extraida dos corpos
de inclusdo purificados consiste, tradicionalmente, em dois estagios: 1) a formagdo e o
rearranjo das liga¢des dissulfeto nativas em pH 11,0, e ii) a formacdo e o ajuste da
estrutura tercidria, que leva a conformacao nativa, em pH 8,0. O rearranjo das ligagdes
dissulfeto, que ¢ a etapa de limitacao da taxa durante o redobramento, pode ser alcancado
por troca tiol/dissulfeto iniciada por grupos tiol livres presentes no proprio polipeptidio
de pro-quimosina, por adicdo de GSH / GSSG ou proteina dissulfeto isomerase. (Wei, C.

et al, 1999)

O redobramento pode ser alcangado com apenas um estdgio em pH 8,0 na
presenca do complexo chaperonina GroE ou da proteina dissulfeto isomerase (PDI) sobre
a pro-quimosina. O efeito auxiliar varia com os estados de oxida¢do da pro-quimosina

(Wei, C. et al, 2000).

Fica claro que a produgdo extracelular de proteinas recombinantes acaba sendo
mais desejavel por reduzir a complexidade de processos € melhorar a qualidade do
produto. Porém o uso da bactéria E. coli como organismo produtor de enzimas apresenta
a desvantagem da falta de sistemas de secrecdo que transportem de maneira eficiente

algumas proteinas no meio de cultura. No caso da producdo de quimosina h4 também a
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limitada habilidade de formar ligagdes dissulfeto extensivamente, devido ao ambiente

redutor citoplasmatico da bactéria (Kaur, J., et al, 2018).

Os fungos sao considerados excelentes biofabricas para a produgdo de enzimas,
tanto nativas quanto recombinantes, devido a alta capacidade de sintetizar e secretar

proteinas com processamentos pds-traducionais tipicos de eucariotos.

Como exemplo das proteases nativas usadas na coagulagdo do queijo temos
aquelas produzidas pelos fungos Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus e
Cryphonectria parasitica. As enzimas “tipo quimosina” produzidas por esses fungos
filamentosos possuem uma atividade proteolitica mais ampla que a quimosina bovina, e
a consequéncia disso se da em alteragdes na textura e nas caracteristicas organolépticas

dos queijos produzidos (Ogel, 2018).

Uma importante vantagem dos fungos, em relacdo a outras plataformas de
expressao heterdloga, ¢ que muitas linhagens desenvolvidas para a produ¢do de enzimas
possuem o status GRAS, o que as tornam prdprias para o uso na industria de alimentos e
de medicamentos. Alguns exemplos de fungos filamentosos com esse status sdo:

Aspergillus niger, A. oryzae e Trichoderma reesei (Kluge, J. et al, 2018).

Foi principalmente o fato de serem capazes de produzir grandes quantidades de
proteinas com modificagdes pds-traducionais que tornou os fungos filamentosos atrativos
na producdo de enzimas para aplicag@o a nivel industrial. Uma das primeiras abordagens
nessa dire¢ao foi justamente a sintese de quimosina bovina em A. niger var. awamori para

a industria de laticinios (Archer, 2000) (Dunn-Coleman, N. et al , 1991).

De acordo com a Tabela 1 € possivel constatar que 4. niger continua sendo, desde
1991, o principal fungo filamentoso utilizado como sistema de produ¢do de quimosina a
nivel industrial. Os pesquisadores tém se esfor¢ado em tornar A. oryzae também em um
produtor de quimosina, porém, apesar de sua consideravel importancia comercial, a
producdo e secrecdo de proteinas recombinantes pelo fungo ainda possui numerosos
gargalos envolvendo os processos de transcrigdo, tradugdo, dobramento de proteinas,

translocacdo, secrecdo, entre outros (Feng-Jie, J. et al, 2021).

A biotecnologia obtém consideravel sucesso na adaptagdo dos protocolos de
bancada laboratoriais, que sdo realizados em volumes e rendimento baixos, para a

producao industrial, transformando células em verdadeiras fabricas automatizadas de alto
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rendimento. Essas adaptagdes ainda encontram certos limitantes e, por isso, 0s avangos
tém sido mais lentos na fermentacdo com fungos filamentosos. Algumas caracteristicas
que dificultam, embora ndo impossibilitem a cultura em nivel industrial, incluem:
colonias semeadas maiores ¢ mais espalhadas que podem produzir esporos que se
espalham pelo ar, o que dificulta a coleta; crescimento nao homogéneo em meio liquido
devido a formacdo dos micélios que podem dificultar o manuseio; e o potencial para

heterocarions (células multinucleadas) (Rothschild-Mancinelli, K. et al, 2020).

Os sistemas de producao em leveduras mostram-se promissores para a produgao
biotecnoldgica de proteinas, inclusive aquelas de mamiferos e com importancia
farmacéutica. As leveduras hospedeiras mais comuns sdo Saccharomyces cerevisiae, K.
phaffii e K. lactis. As trés leveduras podem ser utilizadas para a produ¢do de aditivos

alimentares, pois possuem o status GRAS (Kluge, J. et al, 2018).

Em S. cerevisiae ndo foi possivel detectar qualquer secre¢do de polipeptideos de
quimosina por esferoplastos nem por células inteiras. Uma fracdo dos polipeptideos de
quimosina em células inteiras fica associada a parede celular (J Mellor et al 1983). Cerca
de 80% da pré-quimosina na cepa de levedura CGY461 nao ficou soluvel no citoplasma,

fenomeno semelhante a presenca de corpos de inclusdo insoluveis em células de E. coli

(Goff et al 1984).

As cepas de producao de K. lactis sao usadas pela empresa DSM para produzir
uma variedade de enzimas como a lactase, a quimosina e esterase. Esta linhagem foi
adquirida pela Gist-Brocades, que ¢ atualmente a DSM, em 1996 (van den Dungen, M.W.
etal., 2021).

Komagataella phaffii

A levedura metilotrofica K. phaffii, anteriormente conhecida como Pichia pastoris,
foi introduzida ha mais de 40 anos pela Phillips Petroleum para produgao comercial de
SCP (single cell protein), como aditivo na alimentagdo animal, devido ao seu processo
fermentativo em alta densidade celular, utilizando o metanol como fonte de carbono

(Cregg, J. M., et al, 1985).

Com a crise do petroleo nos anos 80, e o aumento dréastico nos precos do metanol,

a aplicagdo da levedura para alimentacdo tornou-se inviavel. A empresa Phillips
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Petroleum entdo iniciou uma parceria com a SIBIA (Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates) para estabelecimento da K. phaffii como uma
plataforma de expressdo de proteina heterdloga a partir do desenvolvimento de vetores,

linhagens e técnicas de manipulagdo genética da levedura.

Em 1993 a Research Corporation Technologies adquiriu as patentes originais e
materiais relacionados, incluindo as cepas e os vetores da Pichia Expression da Philips
Petroleum, e a empresa Life Technologies licencia o uso de suas linhagens e vetores para

pesquisa e atividades comerciais.

Atualmente, a patente concedida para a Research Corporation Technologies
(USA Patente N° US4414329A, 1981) que protegia as linhagens NRRL Y-11431 e NRRL
Y-11430, a patente de uso da linhagem X-33 (his4::HIS4), esta expirada, e seu uso para

desenvolvimento de inovag¢des ndo ¢ mais restrito.

K. phaffii ¢ uma levedura da classe Saccharomycetes do filo Ascomycota, possui
4 cromossomos com aproximadamente 5200 sequéncias codificadoras, sendo uma
levedura preferencialmente haploide que se propaga principalmente por mitose, mesmo

em condicdes de escassez de fontes de nitrogénio e carbono (Ata, O. et al , 2021).

A levedura une os beneficios de um sistema de expressdao eucarioto, como
secrecao eficiente e modificacdes pods-traducionais (glicosilagdo e formacao de ligacdes
dissulfeto), com as propriedades de crescimento desejaveis de organismos unicelulares
robustos, crescendo rapidamente em meio minimo, além de nao produzirem endotoxinas
intrinsecas ou DNA viral (Joan Lin, C. & James, M. C., 2000). Uma grande vantagem da
K. phaffii € sua classificagio como uma linhagem GRAS pela FDA liberada para

aplicacdo na industria de alimentos (Thompson, 2010).

Emrelagdo a S. cerevisiae, K. phaffii se destaca como uma melhor alternativa para
a producao de proteinas heterdlogas, pois dé preferéncia ao metabolismo respiratorio,
muito embora algumas publicagdes ja tenham observado que a producao de proteina pode
aumentar quando a cultura ¢ submetida a condi¢des de hipdxia (Gasset, A. et al, 2022);
K. phaffii consegue manter a producdo em alta densidade celular e, além de nado
hiperglicosilar proteinas como S. cerevisiae, existem linhagens de K. phaffii
metabolicamente modificadas para sintetizar proteinas recombinantes com um padrdo de

glicosilacdao semelhante a proteinas humanas (Ergiin, B.G. et al, 2021).
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Diferentemente da S. cerevisiae, o complexo de Golgi de K. phaffii nao ¢
espalhado pelo citoplasma, mas sim organizado em pilhas possuindo uma matriz
circunvizinha de cisternas, fenestra¢des e extensoes tubulares, como acontece em células

de mamifero (Ata, O. et al , 2021).

Uma das maiores vantagens na utilizacdo da K. phaffii para a producao de
proteinas recombinantes, em comparagao a outras leveduras, ¢ que ela secreta
comparativamente muito menos proteinas nativas que suas concorrentes principais,
Yarrowia lipolytica, K. lactis, e a propria S. cerevisiae. Isso pode facilitar bastante o
processamento downstream reduzindo consideravelmente os custos (Mattanovich, D.,

Graf, A., Stadlmann, J. et al., 2009).

Devido a todas essas vantagens, K. phaffii ja foi aplicada na producao de mais de
5000 proteinas recombinantes, incluindo biofarmacéuticos e enzimas industriais (Arnau,
Gasset, et al., 2022). Hoje ela ¢ a plataforma mais utilizada para a produgdo de proteinas

recombinantes, depois de E. coli (Ergiin, B.G. et al, 2021).

K. phaffii tem sido testada para a produgo de proteinas animais por fermentagao
para serem usadas na alimenta¢do humana. Alguns avangos nessa dire¢@o sao a sintese e
secre¢do de a-lactoalbumina (Deng, M. et al, 2022), a proteina mais abundante do soro
de leite humano, e a mioglobina suina (Zhang, B. et al, 2022). Este tipo de estudo, além
de estabelecer as bases para a simulacdo de alimentos fabricados por bioengenharia,
também reafirmam a vocacdo de K. phaffii como produtora de proteinas e enzimas

recombinantes de mamiferos.

Para a realizagdo de todas essas pesquisas foi necessario um extenso trabalho
anterior de construcdo de ferramentas genéticas variadas para a expressao de proteinas na
levedura. E possivel controlar a transcrigdo de genes de interesse através de promotores
relacionados ao metabolismo de metanol, sendo o Paoxi o promotor induzivel mais
utilizado, como também a utilizagdo de promotores constitutivos para se obter grandes

quantidades de proteina recombinante.

Os promotores induziveis por metanol ainda sao usados em K. phaffii devido a
sua regulagdo assente e por levar a uma transcrigdo bastante eficiente do gene de interesse.
No entanto, o metanol € toxico para a propria levedura e sua utilizagdo como indutor exige
que o microrganismo seja antes cultivado em uma fonte de carbono diferente, como

glicose ou glicerol, até atingir um volume de biomassa adequado para a indugao posterior.
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O metanol também ¢ toxico para humanos e inflamével, e seu uso em grandes volumes
pode ser um risco de seguranga consideravel, logo, ndo pode ser utilizado em muitas

plantas de fermenta¢do (Vogl, T. et al, 2017).

Além disso, 0 uso do metanol como fonte de carbono indutora leva a secre¢ao de
diversas outras proteinas no meio de cultura, prejudicando a fase de purificagdo (Chung-
Jr Huang et al, 2011). Devido a essas importantes desvantagens, o uso do promotor P4ox;

para a producao de produtos alimenticios ndo ¢ o mais adequado.

O uso de promotores constitutivos na fermentacdo simplifica o manejo,
eliminando o uso de indutores potencialmente perigosos, e providencia a transcri¢do

continua do gene de interesse (Cankorur-Cetinkaya, A. et al., 2018).

Promotores constitutivamente expressos, como aqueles que controlam a expressao
de genes housekeeping ou do metabolismo energético, possuem elementos nas regides
upstream que sao reconhecidos por serem ativadores ubiquos. Em comparagdo, os
promotores que precisam ser induzidos possuem elementos ativadores especificos (Scott

D.Pope & Ruslan Medzhitov, 2018).

O promotor constitutivo mais aplicado em K. phaffii ¢ o Pgsp que controla a
transcri¢do do gene codificador da enzima da gliceraldeido 3-fofato desidrogenase (GAP).
Waterham et al. (1997) caracterizaram o gene de K. phaffii € mostraram que com o0 uso
deste promotor a produgdo de proteina heterdloga consegue atingir niveis semelhantes

aos do Paoxi.

O promotor Pgap que codifica para a enzima glicolitica gliceraldeido-3-fostato
desidrogenase ¢ ativo continuamente em varias fontes de carbono, incluindo glicose,
glicerol, etanol e 4cido oleico (Juturu, V. & Wu, J. C., 2018) e ¢ possivel observar um
nivel de inducao deste promotor quando a fonte de carbono utilizada ¢ glicose (Vogl, T.
& Glieder, A., 2013). Os niveis de mRNA de GAP foram maiores nas células crescidas
com glicose e diminuiram aproximadamente dois ter¢os em glicerol, para metade em

acido oleico ¢ um terco em metanol (Waterham, H. R. et al, 1997).

O suprimento de oxigénio também mostrou afetar a produg¢do de proteina
heter6loga dirigida por Pgar. Em hipdxia, a atividade especifica de trés diferentes
proteinas heterologas testadas foi aumentada significantemente, enquanto o tempo de

producao foi diminuido. Nestes experimentos foi observado que o metabolismo de K.
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phaffii altera-se de respiratorio para fermentativo, indicando que condigdes hipdxias
levam a uma regulagdo positiva da transcricdo de genes da glicdlise, como o GAP

(Baumann, K, et al, 2008) (Gasset, A. et al, 2022).

O uso desse promotor ndo requer a adi¢gdo de metanol, portanto nio se faz
necessaria a troca de fonte de carbono durante a fase de crescimento e produgdo de
proteina. Essa caracteristica facilita a implementagdo do cultivo e se apresenta como uma

op¢ao para a execugdo em cultivo continuo (Vassileva A, et al, 2000).

Recentemente, novos promotores constitutivos tém sido desenvolvidos e
estudados para K. phaffii como alternativa ao Pgap, como o promissor Ptgr; ( fator 1-o de
alongacdo) que ja foi estudado em varios fungos, como Ashbya gossypii, Aspergillus
oryzae ¢ Yarrowia lipolytica, e apresentou uma expressao constitutiva forte, adequada
para a producao de proteinas heterdlogas (Vogl, T. & Glieder, A., 2013) O fator 1-a de
elongacdo ¢ um componente crucial da maquinaria de traducdo em eucariotos, fazendo a
mediagdo da entrega de aminoacil tRNA ao ribossomo para manter a elongacao da cadeia

de peptideos (Proud, 1994).

Em relacdo aos niveis de expressdo para Preri, foi observada forte atividade
promotora capaz de produzir proteinas recombinantes em niveis semelhantes ou até
mesmo superiores aos produzidos pelo Pgar € uma atividade promotora mais forte em

sistema alimentado em batelada com limitacao de carbono (Ahn, J, et al, 2007).

Em trabalhos onde o Prgri foi utilizado como promotor da expressdo foi
observado que ele demonstra caracteristicas de produgdo de proteina mais estreitamente
associadas ao crescimento da levedura, com uma alta produ¢do na fase de crescimento
exponencial, e sua posterior diminui¢do na interfase. (KR Patente N° W0O/2007/058407,
2008) (Ahn, J, et al, 2007).

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

O gene PGK de K. phaffii codifica para a enzima 3-fosfoglicerato quinase, que
transfere o grupamento fosfato do substrato 1,3 bifosfoglicerato para o ADP, gerando a

primeira molécula de ATP da via glicolitica. Essa enzima ¢ expressa constitutivamente,
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podendo representar até 5% das proteinas totais da célula em S. cerevisiae, e por isso seu
promotor ¢ considerado forte (Chambers, A et al, 1988). Ele possui uma ORF de 1251 pb

e estd presente em apenas uma copia no genoma de K. phaffii.

Em 2005, o promotor do gene PGK foi isolado no laboratorio de Biotecnologia
de Leveduras da Universidade de Brasilia (Almeida, J.R.M, et al, 2005) e, desde entdo,
tem sido aplicado no estudo da expressao de diferentes proteinas heterdlogas em K. phaffii
como lipases (Barros, 2019) (Robert, J.M. et al, 2019) hormonio de crescimento humano
(Pérez, 2018), amilase (Betancur, 2017) e a propria quimosina (Aratjo, 2008) (Baptistello,
2019).

Em relagdo as condi¢des de cultivo, K. phaffii consegue crescer em uma variedade
de fontes de carbono. Além do metanol, consegue utilizar glicose, glicerol, etanol, L-
ramnose, trealose, manitol, sorbitol, acido latico, acido succinico, acido oléico, acido

acético e 4cido citrico (Ata, O. et al , 2021).

Todas essas caracteristicas e vantagens aqui elencadas servem de embasamento
para a utilizacdo da levedura K. phaffii como uma biofabrica na geracdo de produtos
biotecnoldgicos economicamente competitivos para o mercado e que possibilitardo o

desenvolvimento estruturado da bioeconomia.
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HIPOTESE

A expressdo constitutiva da quimosina bovina em K. phaffii pode ser uma

alternativa viavel na producao industrial desta enzima.

OBJETIVOS

Objetivos gerais
Desenvolver um sistema de producao de quimosina bovina recombinante baseado

na levedura K. phaffii utilizando promotores constitutivos para o controle da expressao.

Objetivos especificos

1. Constru¢do de linhagem de K. phaffii produtora de quimosina sobre o controle dos
promotores constitutivo Ppgk, Pcap € P1er.

2. Comparagdo da producdo de quimosina pelos diferentes promotores

3. Purificagdo e caracterizagdo da quimosina bovina recombinante produzida pela

levedura.
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METODOLOGIA
MATERIAIS:

Microorganismos

Escherichia coli XL-10 gold (Agilent Technologies, EUA): Tetr
A(mcrA)1834(merCB-hsdSMR- mrr)173 endA 1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
[F proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy Cam’]

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

Gene sintético

O gene da pro-quimosina foi sintetizado pela empresa Epoch Biolabs (EUA)
baseado na sequéncia do cDNA da pro-quimosina B de Bos taurus (GenBank n de acesso
NM 180994). O gene desenhado corresponde a pré-quimosina para o correto dobramento
da proteina e estabilizacdo do mRNA, possui 1098 pb e apresenta 76,14% de identidade
com 0 gene nativo, pois 225 cddons de 365 foram substituidos por cddons preferenciais
para K. phaffii. Foram adicionados sitios de restri¢do para as enzimas Xhol e Notl as

extremidades 5’ € 3’ do gene para clonagem em vetores de expressao.

Enzimas

TABELA 2 ENZIMAS DE RESTRICAO

ENZIMA SITIO | TAMPAO| Temp

Not I GCGGC | Buffer3.1| 37°C
CGC

Xhol/Stall |CTCGAG| CutSmart| 37°C

Ligase T4 NEB Biolabs
Quimosina bovina recombinante DSM
Quimosina bovina recombinante Proquiga

Quimosina bovina recombinante CHY-MAX
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PNGase Promega

Plasmideos

TABELA 3 VETORES DE EXPRESSAO

PLASMIDEO PROMOTOR | SELECAO | HOSPEDEIRO
pPICK2 (Batista, 2012) PGK G418 K. phaffii
pPICTEF (Barros, 2019) TEF G418 K. phaffii
pPICGAP (Barros, 2019) GAP G418 K. phaffii

Os mapas dos vetores se encontram na secdo Anexos

Marcadores

1Kb Plus da ThermoScientific - DNA
1Kb Plus Invitrogen — DNA
Sinapse — proteina

Unstained Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher)

Primers

TABELA 4 PRIMERS UTILIZADOS

Primer Sequéncia

HIS F 5'GTGTATCCTGGCTTGGCATCT 3'
HIS R 5'GCCAAGTACGGTGTGACGTT 3'
CHYMF STTGCTTGTGAGGGTGGTTGT 3'
CHYM R 5'GTAGCACCGATAGCTTGTTGGA 3'

Primers sintetizados para a qPCR para amplificagdo de fragmento de 30 pb do

gene de interesse.

Kits
Para ligagdo de fragmentos com regido de homologia: In-Fusion HD EcoDry

Cloning kit

Para extracdo de plasmideos em pequena escala: Wizard® Plus SV Minipreps

DNA Purification System

Para purificacao de produto de PCR: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
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Para eluigao de DNA de gel de agarose: Gen Elute Gel Extraction Kit da Sigma-
Aldrich e QIAquick Gel Extraction Kit QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit da QIAGEN

Para extragdo de DNA plasmidial em grande escala: Wizard Plus Midipreps DNA

Purification System da Promega
Deglicosilacdo PNGase Promega
PCR em tempo real iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad).

Tampoes e Solugdes

Antibidticos

A solugdo estoque de kanamicina 50 mg/mL foi dissolvida em agua Milli Q e
esterilizada por filtragao.

A solugdo de G418 50 mg/mL foi dissolvida em 4gua Milli Q e esterilizada por
filtracao.

Tampao de transformacao I
RbC1 12 g/L

MnCl>-4H20 9,9 g/L
Acetato de potassio 0,03 M
CaCl-2H,0O 1,5 g/L
Glicerol 150 g/L

O pH foi ajustado para 5,8 com 4cido acético 0,2 M e, a solugdo esterilizada por
filtragdo.
Foi utilizado acetato de potassio a partir da solug¢do estoque 1 M (pH 7,5) ajustado

com acido acético glacial) esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Tampao de transformagao 11
MOPS 0,02 M

RbCl 1,2 g/L

CaCl 11 g/L

Glicerol 150 g/LL

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

utilizando NaOH.
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Solucdo I para extracdo de DNA plasmidial (miniprep)
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

Solucdo II para extracdo de DNA plasmidial (miniprep)
NaOH 0,2 M
SDS 1% (p/v)

Solugao preparada no momento do uso.

Solucdo III para extracdo de DNA plasmidial (miniprep)
Acetato de sédio 3 M
Acido acético 2 M

O pH foi ajustado para 5,0.

Clorofane

Solugao de fenol e cloroféormio (1:1, v/v)

Brometo de Etidio para eletroforese em gel de agarose

EtBr 10 mg/mL

Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 50X para eletroforese em gel de agarose

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

Tampdo de amostra para eletroforese em gel de agarose

Thermo Scientific 6X DNA Loading Dye

Solucdo YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de amdnio 10X

Yeast Nitrogen Base w/o ammonium sulfate (Difco) 3,4% (p/v)
Sulfato de Amonio (NH4)2SO4 10% (p/v)

Esterilizada por filtragao

Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
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* Acrilamida:bisacrilamida (29:1):
Acrilamida 29% (p/v)

Bisacrilamida 1% (p/v)

* Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

* Tris-HCI 1 M pH 6,8

* SDS 10% (p/v)

* Persulfato de aménio 10% (p/v) Armazenado a -20°C.
» Tampao de amostra desnaturante 5X:
Tris-HCI 60 mM (pH 6,8)

SDS 2% (p/v)

B-Mercaptoetanol 14,4 mM

Glicerol 25% (p/v)

Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

» Tampao de corrida Tris-Glicina 5X
Tris 16,7 g/L

Glicina 104,5 g/L

SDS 0,5% (p/v)

Meios de cultura

Meio Luria-Bertani — LB

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

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio s6lido, foi adicionado agar 2% (p/v).

SOB

Triptona 20 g/L

Extrato de levedura 5 g/L.

NaCl 0,6 g/L

KCI10,5 g/L

MgCl> 10 Mm

MgSO4 10 mM.

Foram feitas solucdes de MgCl, e MgSO4 na concentracao de 1 M e filtradas com

membrana de 0,22um e foram adicionadas para a concentragao final de 10 mM.
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BMGY

Extrato de levedura 1%

Peptona 2%

Tampao fostato 100 mM (pH 6.0)
YNB 0.34%

Sulfato de amonio 1%

Biotina 4x107°% (p/v)

Glicerol 1%

YPG - Yeast Peptone Glycerol

Extrato de levedura 1,0 g/L
Peptona 2,0 g/L
Glicerol 2,0 g/L

YPD - Yeast Peptone Dextrose

Extrato de levedura 1,0 g/L
Peptona 2,0 g/LL

Glicose 2,0 g/L

Para YPD solido adicionar agar 2%

MD — Meio Minimo com Dextrose

YNB com sulfato de amonio 1,34% (p/v)
Biotina 4x107" (p/v)

Glicose 2% (p/v)

Agar 2 % (p/v)

Meio para atividade proteolitica

YNB com sulfato de amoénio 1,34% (p/v)
Biotina 4x10-5% (p/v)

Glicose 2% (p/v)

Agar 2 % (p/v)

Leite em p6 desnatado 2,5% (p/v)
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METODOLOGIAS

Cultivo de microrganismos
As células de E. coli foram cultivadas a 37 °C em velocidade de agitagdao de 200
rpm quando em meio liquido e as células de K. phaffii foram cultivadas a 30 °C, 28 °C e

25 °C em velocidade de agitacao de 200 rpm.

Preparacgao de células bacterianas competentes

Células de E. coli foram semeadas em meio LB agar e incubadas a 37 °C durante
a noite. Uma colonia isolada foi inoculada em 10 mL de meio SOB em Erlenmeyer de
125 mL e incubada a 37°C sob agitacdo por 16 h. Dois mililitros do pré-in6culo foram
inoculados em 100 mL de meio SOB em um Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37°C
sob agitagdo por aproximadamente 1 hora, até atingir a ODgoo necessaria de 0,3. A cultura
foi resfriada por 15 minutos em banho de agua e gelo para posteriormente, as células

serem coletadas através de centrifugacdo a 3.000 g por 5 min a 4 °C.

O precipitado foi suspenso em 32 mL de tampao de transformagao I e incubado
no gelo por 15 minutos. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugacao sob
as mesmas condi¢des e suspensas em 4 mL de tampao de transformagao II. Ao final foram

feitas aliquotas de 100 pL que foram armazenadas a -80°C.

Transformacao bacteriana por choque térmico

Em uma aliquota de células competentes foram adicionados 5 pL do sistema de
ligacdo ou plasmideo intacto. As células foram incubadas no gelo por 30 minutos e
posteriormente foram submetidas a choque térmico a 42°C por 90 segundos. Foi
adicionado 1mL de meio LB ao sistema, e incubado a 37 °C por 1 hora. As células foram

semeadas em meio LB 4gar contendo 30 pg/mL de kanamicina.

Transformacao da levedura K. phaffii

A levedura foi cultivada em 5 mL de YPD em frasco tipo Erlenmeyer de 125 mL
por 15 horas. Em seguida 500 pL da cultura foram transferidos para outro Erlenmeyer de
125 mL com 5 mL de YPD. Foi inoculada em fraco tipo Erlenmeyer de 1.000 mL com
100 mL de YPD quantidade de célula necessaria para atingir uma ODsoo entre 1,3 e 1,5.
As células foram coletadas por centrifugacdo a 1.600 g por 5 minutos a 4 °C, e
ressuspendidas com 100 mL de 4gua gelada estéril. As células foram coletadas por

centrifugacdo e novamente e ressuspendidas em 50 mL de dgua gelada estéril, esse passo
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foi repetido duas vezes. As células coletadas por centrifugacao foram ressuspendidas em
4 mL de sorbitol 1 M gelado estéril, centrifugadas novamente e ressuspendidas em 300
uL sorbitol 1 M gelado estéril. Foram misturados 80 pL de células competentes a 5 pug ou
10 ug de DNA linearizado. Essa mistura foi transferida para cubeta de eletroporagdo e
incubada no gelo por 5 minutos. A eletroporagdo ocorreu sob as seguintes condigoes:
1.500 V, 400 Q e 25 pF. Imediatamente adicionou-se 1 mL de sorbitol 1 M gelado estéril.

As células submetidas a eletroporacdo foram semeadas em meio YPD com G418 (500

pg/m).

Preparacao plasmidial de pequena escala

Para extracdo de plasmideos de células bacterianas em pequena escala foi
utilizado o protocolo descrito por Sambrook et al (2001), com adaptacdes. Cinco
mililitros de meio LB contendo o antibiotico adequado foram inoculados com uma
coldnia transformante e incubados a 37°C por 16-18 horas sob agitagdo. Trés mililitros
da cultura foram coletados por centrifugagcdo a 10.000 g por 2 minutos e o precipitado de
células foi suspendido em 200 pL de solucdo I. Em seguida, foram adicionados 360 pL
de solugdo II recém-preparada; a mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 300 puL de
solugdo III gelada, a mistura homogeneizada e incubada no gelo por 5 minutos. Apds esse

tempo a amostra foi concentrada por centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 pL de
isopropanol. A mistura foi homogeneizada por inversdo e submetida a centrifugacdo a
10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido em 200
puL de solugdo I. Em seguida, foram adicionados 110 puL de acetato de amoénio 7,5 M e a
mistura homogeneizada vigorosamente seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 10

minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 pL de
etanol 100% gelado. Apos centrifugacdao a 10.000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 70% seguido de uma nova

centrifugacdo a 10.000 g por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol foi seco a temperatura

ambiente.
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O precipitado foi suspendido em 50 pL de 4gua milli Q contendo RNase A (0,1
mg/mL) e incubado a 37 °C por 15 minutos. O DNA foi armazenado a -20 °C.

Preparagdo plasmidial de média escala
Para linhagens endA- foi utilizado o kit de extragcdo de plasmideo Wizard Plus
Midipreps DNA Purification System da Promega, de acordo com as indica¢des do

fabricante.

Para linhagens endA" foi realizada a extragdo caseira: quinhentos mililitros de
meio LB contendo o antibiodtico adequado foram inoculados com uma coldnia
transformante e incubados a 37 °C por 16-18 horas sob agitacdo. As células foram
precipitadas por centrifugagdo a 8.000 g por 10 minutos e o precipitado de células foi
suspendido em 5 mL de solugdo I. Em seguida, foram adicionados 10 mL de solugao II
recém-preparada; a mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada em gelo por 10
minutos. Posteriormente, foram adicionados 7,5 mL de solucdo III gelada, a mistura
homogeneizada e incubada no gelo por 20 minutos. Apds esse tempo a amostra foi

concentrada por centrifugagdo a 10.000 g por 30 minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 0,6 v de
isopropanol. A mistura foi homogeneizada por inversdo e submetida a centrifugac¢do a
10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido em 2
mL de solucdo I. Em seguida, foram adicionados 10 mL de fenol equilibrado e as foram
extraidas por vortex por 1 minuto seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos.
Na centrifugagdo formam-se trés fases: a fase aquosa ¢ coletada em um novo Falcon por

pipetagem, desprezando a fase fenoélica e a interfase

O liquido que foi transferido para outro tubo foi adicionado de 750 pL de etanol
100% gelado. Apds centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 70% seguido de uma nova centrifugacdo a

10.000 g por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol foi seco a temperatura

ambiente.

O precipitado foi suspendido em 50 puL. de agua milli Q contendo RNase A (0,1
mg/mL) e incubado a 37 °C por 15 minutos. O DNA foi armazenado a -20 °C.

28



Analise de DNA por eletroforese

A analise de DNA por eletroforese foi feita de acordo com Sambrook et al. (2001),
com adaptagdes. O gel foi feito utilizando tampao TAE 1X com uma concentragao de 1%
de agarose e 0,5 ug/mL de brometo de etidio. As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a uma diferenca de potencial provocando a migracdo e separagao dos
fragmentos de DNA. A visualizagdo de bandas foi feita com a exposi¢do do gel a luz

ultravioleta.

Purificagdo e elui¢ao de DNA

A purificacdo de DNA proveniente de reagdes de PCR, assim como de bandas
provenientes de géis de agarose, foi feita com os kits Gene Elute Gel Extraction Kit da
Sigma-Aldrich e QIAquick Gel Extraction Kit QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit da
QIAGEN, seguindo as orientacdes do fabricante.

Precipitagao de DNA

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

o precipitado foi suspendido em 10 pL de 4gua milli Q.

Triagem de transformantes K. phaffii em placa deep well
Os transformantes foram cultivados em placa do tipo deep well de 96 pocgos
contendo 1 mL de meio MD por 72 horas a 30 °C e 200 rpm. A cultura foi centrifugada a

2.000 g por 5 minutos e o sobrenadante usado para teste de coagulagao.

Crescimento e produ¢do de proteinas em frasco
Produgdo e pré-indculo: uma colonia da levedura foi inoculada em 20 ml de meio
YPG em Erlenmeyer de 250 mL e incubada a 25 °C por 48 h. Aproximadamente SmL

dessa cultura foi inoculado em 200 ml de meio YPG e incubada a 25 °C por 24 h.

Produgdo de proteina: O volume apropriado para comegar a expressao com uma
ODsoo de aproximadamente 3 foi submetido a centrifugacao a 4000 g por 5 minutos e
inoculado em 200 ml de meio YPG. A nova cultura foi incubada a 25°C ou 28 °C durante

72 horas e amostras foram coletadas a cada 24 h de crescimento € a ODggo era medida e
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a cultura alimentada com 2% de glicerol. As amostras coletadas foram centrifugadas a

4000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi recuperado para os ensaios enzimaticos.

Célculo de peso seco (DCW)

Para o célculo de peso seco, a levedura selvagem X-33 foi cultivada na
temperatura de 28 °C durante 60h com amostras de 5 mL do sobrenadante coletadas a
cada 12h. As amostras foram usadas para medida de ODe¢oo € filtradas com membrana de
0,45 um, desidratadas em microondas e pesadas em balanga de precisdo para obten¢do da
massa seca em gramas. A relacao entre ODgoo € 0 peso seco foram plotados e um grafico

e a seguinte equacdo da reta (R? = 0,9983) foi obtida:
y = 3,8844x — 0,4471

Onde y ¢ a ODsoo observada e x o peso seco em g/L.

Teste de coagulacao UAC

Cem milcrolitros do sobrenadante ativado foram adicionados a 400 pl de leite
desnatado 12% (p/v) preparado na hora do ensaio, seguindo-se incubacdo a 37 C. Uma
unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade minima de quimosina necessaria
ar formar um coalho em 5 minutos nas condigdes determinadas. Nos experimentos de
sele¢do de transformantes analisou-se apenas o tempo necessario para coagular 400 pl da

solugdo de leite (Araujo, 2008).

A equacao para obter a Unidade de Atividade de Coagulaciao (UAC) segue abaixo:

(Soiugéo de leite (LLL)) . ( 5 )
Sobrenadante (puL) ’ t(minutos)

Teste de coagulagio REMCAT

Em 1 ml de substrato leite desnatado 11% solubilizado em solu¢ao de CaCl: 4,5
mM (misturado por 30 minutos e estocado no escuro por mais 30 minutos) pH 6,5 e
aquecido a 32 °C sao adicionados 20 pL de enzima e imediatamente inicia-se o
cronometro e a agitacdo. Assim que forem observados pequenos coagulos na parede ao

inverter o tubo a contagem do tempo ¢ interrompida.
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tCTef d

Atc = )acref

tt dre f
Onde:

a..= atividade de coagulagao total

tcref= tempo de coagula¢do da quimosina de referéncia
d = dilui¢ao da mostra teste

t,= tempo de coagulagcdo da amostra testada

dyef= diluigdo da amostra de referéncia
acye = atividade de coagulagdo de amostra de referéncia (IMCU. mL™")

A quimosina comercial da DSM foi usada como amostra de referéncia, com uma
atividade conhecida de 600 IMCU/mL. O tempo de coagulagdo da amostra de referéncia

foi obtido na ocasido de cada novo teste.
Ativagdo da proé-quimosina

A ativagdo da pro-quimosina recombinante ¢ realizada com uma aliquota do
sobrenadante da cultura. Os sobrenadantes sdo adicionados pela adicdo de HCI e
incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida o pH deve ser ajustado

para 6,0 com adicao de KOH 1M e a solugdo ¢ entdo incubada por 60 min a 37 °C.

Teste de atividade proteolitica em placa

A atividade proteolitica ¢ detectada pela presenga de halos de hidrdlise no local
de aplicacdo da amostra em placas de Petri contendo YNB 4gar com leite integral. As
c€lulas sdo transferidas no meio, obedecendo alguma distancia entre um clone e outro
para evitar que os halos ndo se fundam aos vizinhos. As coldnias crescem por 48 h na

temperatura ideal do microrganismo, e depois sdo colocadas em estufa a 37 °C por 24 h.

Purificag@o da quimosina extracelular K. phaffii

Os sobrenadantes de cultivos de 48h — 72h devem ser coletados e concentrados
através do sistema Amicon com membrana de nitrocelulose com cut-off de 30 kDa. Deve
ser aplicado 1 ml desta amostra na coluna Hiload 16/600 superdex 200 pg (GE
Healthcare), sistema Akta Pure (GE Healthcare) previamente equilibrada com tampao

fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0). A eluigdo ¢ realizada com fluxo constante de 0,8 ml
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por minuto do mesmo tampao. Fracdes de 3 ml sdo coletadas e, aquelas que possuirem

atividade enzimatica sdo reunidas e concentradas.

Precipitacao da quimosina extracelular K. phaffii

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

banho seco para aplicagdo em gel de poliacrilamida desnaturante SDS PAGE.

Eletroforese em SDS PAGE 12%
Para separagdo eletroforética de proteinas foi utilizado o sistema SDS-PAGE na
concentragdo de 15%. Foi utilizado um sistema de cubas verticais de eletroforese (BioRad,

EUA). A corrida eletroforética foi conduzida em tampao 1X com uma voltagem inicial

de 80 V e depois de 200 V.

Ensaio de atividade especifica da quimosina recombinante

Para determinar a especificidade da quimosina B bovina recombinante para o
substrato k-caseina, as caseinas a, ¢ k foram dissolvidas em tampao fosfato de sodio
NaH2POq4 (pH 6,8) para uma concentracdo final de 1,5mg/ml. Cada reagdo foi comporta
de 15 pL da solugdo de cada caseina e 5 ul da amostra de quimosina recombinante diluida
5000 vezes. Para o controle negativo foi utilizado agua Milli-Q e no controle positivo
utilizou-se uma amostra da quimosina recombinante da DSM diluida 5000 vezes. Todas
as reagoes foram incubadas por 60 minutos a 37 °C e posteriormente submetidas a

eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida 12%.

Analise estatistica dos dados

Os dados foram coletados em triplicatas e tratados com TesteQ para identificagdo
e eliminacao de valores aberrantes. Foram calculadas as médias, desvio padrao, variancia
e distribui¢do utilizando o programa Excel Microsoft. O teste t de Student com corregao
de Welch para variancias desiguais foi usado para identificar diferencas significativas

entre as médias calculadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO

A levedura K. phaffii destaca-se como alternativa para a producdo industrial de
proteinas heterdlogas pela eficiéncia na secrecdo e modificagdes pos-traducionais,
predominancia do metabolismo respiratorio, produ¢ao em alta densidade celular, nao
hipergicosila proteinas e possui status GRAS (Gasset, A. et al, 2022). No entanto, os
trabalhos se concentram na utilizacdo do promotor Paoxi para inducdo da expressao a
partir da adi¢do de metanol. O uso desse indutor oferece riscos na produgdo em grande
escala e ndo ¢ permitido para a produgdo de farmacos ou aditivos. O uso de promotores
constitutivos na fermentacdo de K. phaffii simplifica o manejo, eliminando a necessidade
de metanol, e providencia a transcricdo continua do gene de interesse (Cankorur-

Cetinkaya, A. et al., 2018).

Visando a aplicagdo dessa levedura na producdo de quimosina bovina, neste
trabalho utilizamos 3 promotores constitutivos diferentes: Ppgk, Pcap € Prer para a

constru¢do dos vetores pPPPGKC, pPPGAPC ¢ pPTEFC.

Os vetores pPICK2, que possui o promotor Ppgk (3629 pb), pPICTEF (3370 pb),
pPICGAP (3428 pb) foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e Notl para
clonagem do gene sintético da quimosina com ligase T4. O fragmento de 1098 pb
referente a quimosina sintetizada foi extraido do plasmideo por digestao com Xhol e Notl

para confirmac¢do da clonagem (Figura 5 e 6).
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FIGURA 5. GEL DE ELETROFORESE DE DNA PARA ANALISE DE RESTRICAO DOS VETORES
DE EXPRESSAO COM GENE CHYMB. A) Os vetores foram digeridos com Xhol e Notl para a
liberacdo de uma banda de 1063 pb referente & quimosina, ¢ uma banda de mais de 3 kb
correspondente aos vetores: M- Marcador 1 Kb Plus Invitrogen; 1- pPPGKC digerido; 2-
pPPGKC intacto; 3 - pPTEFC digerido; 4 - pPTEFC intacto; 5 - pPPGAPC digerido; 6- pPGAPC
intacto.

BglIII

Xhol

Vetores de expressio quimosina

FIGURA 6. REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO VETOR UTILIZADO PARA EXPRESSAR A
QUIMOSINA EM K. PHAFFII. A barra de seta laranja representa a posicdo e a dire¢ao da transcrigdo
dos promotores constitutivos utilizados para direcionar a expressdao de CHYMB. Trés vetores
foram construidos: pPPGKC (Pprck), pPTEFC (Prer) € pPPGAPC (Pgap). Outras caracteristicas
relevantes sao: CHYMB: gene sintético da quimosina B de Bos taurus; kan: gene de resisténcia
a kanamicina/G418; alfa-F: sequéncia de secrecdo do fator a de S. cerevisiae otimizada para K.
phatffii; ori: origem bacteriana de replicagdo; pTEF1: promotor do fator de alongamento da
tradugdo de S. cerevisiae; AOX1tt: terminador da transcricdo AOX1 de K. phaffii; EM7: promotor
bacteriano sintético; CYCltt: terminador da transcricdo CYC1 de S. cerevisiae. Apenas os sitios
de restrigao relevantes sdo mostrados no mapa.
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2. TRANSFORMACAO EM K. phaffii POR ELETROPORACAO

Os vetores pPPGKC e pPGAPC foram linearizados na regido do promotor como
forma de favorecer a recombinagao homoéloga aumentando a eficiéncia da transformagao.
O promotor Ppgk foi linearizado com a enzima de restricdo Pvul e Pgap com Avrll. O
promotor Pter ndo pode ser digerido, pois o sitio de restri¢do alvo Scal esta presente na
sequéncia do gene CHYMB, portanto o plasmideo foi utilizado intacto para a

transformagao.

A selecdo de clones transformantes foi feita com o uso do antibidtico G418 (500
png/mL) em meio YPD solido (Figura 7). As leveduras foram incubadas por 72 h em
estufa a 30°C.

As colonias da linhagem yKPC (Ppgk) cresceram de maneira semelhante a
levedura selvagem. Algumas colonias das linhagens yKGC (Pgar) € yKTC (PtEF) tiveram

um desenvolvimento menor comparado a X-33.

YyKPC YyKGC vyKTC

FIGURA 7. ISOLADOS DE TRANSFORMANTES K. pHAFFI EM PLACAS. Na primeira linha, os
clones de K. phaffii derivadoas de X-33 em meio YPD com G418 (500_pg/-ml). A linhagem X-
33 WT esta indicada pela flecha.
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3. SELECAO DE TRANSFORMANTES

Alguns clones de cada transformacgdo foram transferidos, aleatoriamente, em
placas contendo YNB 4gar com solucao de leite integral e foram incubados por 72 h em
estufa a 30 °C. Apos esse periodo de crescimento, as placas foram transferidas para uma
estufa com temperatura de incubacdo de 37 °C por 24 h. As placas foram analisadas em
busca de halos transparentes em torno das colonias, e apenas as colonias da linhagem
yKPC apresentaram os halos de proteodlise. As placas com coldnias das linhagens yKGC
e yKTC foram mantidas por mais 48 h em temperatura ambiente e s6 entdo foi possivel

observar alguma formacao de halo (Figura 8).

As coldnias capazes de apresentar halo foram selecionadas e armazenadas a -80 °C.

YyKPC YyKGC YyKTC

FIGURA 8. ANALISE DE PROTEOLISE EM MEIO MD COM LEITE. Foi observada a formacdo
de halos em algumas colonias yKPC ap6s 24 h de incubagdo a 37 °C, e nas linhagens yKGC ¢
yKTC apds 48 h em temperatura ambiente.

Os primeiros ensaios em deep well foram feitos em 1 ml de meio minimo definido
onde as colonias que apresentaram halo foram inoculadas por 72 h a 30 °C e 200 rpm. O
sobrenadante livre de células foi coletado e tratado com HCI, para ativagdo da quimosina
e o teste de coagulacao foi realizado como uma segunda etapa de selecdo de clones. Apos
0s 30 min de incuba¢ao do sobrenadante livre de células com o substrato a base de leite,
apenas os clones yKPC 53, 3, 13, 17,24, 33,41, 7, 52, 53 e 61 testados coagularam o leite.
As amostras de sobrenadante foram submetidas a precipitagdo para analise em gel de

poliacrilamida.

No gel SDS PAGE corado com prata ¢ possivel identificar a presenca de uma

banda de aproximadamente 36 KDa, compativel com o tamanho da quimosina
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recombinante € que nao esta presente no sobrenadante tratado com HCI da levedura

selvagem (Figura 9).

FIGURA 9. SDS PAGE 12% CORADO COM PRATA PARA IDENTIFICACAO DA PRESENCA DE
QUIMOSINA NO SOBRENADANTE DE CLONES vKPC. Os diferentes clones foram cultivados em 1
ml de YPD, incubados a 30 °C por 72h. O sobrenadante foi tratado com HCI para ativagdo da
quimosina, e as proteinas foram precipitadas e aplicadas em gel de poliacrilamida para
visualizac@o de bandas de aproximadamente 36 kDa, referentes a quimosina bovina recombinante.
Colunas M) Marcador; 1) X-33; 2) yYKPC 7; 3) yKPC 52; 4) yKPC 61; 5) yYKPC 17; 6) yYKPC 53;
7) YKPC 24; 8) yYKPC 41 ¢ 9)yKPC 33.

Um novo ensaio foi realizado, em 50 ml de meio BMGY, com os clones yKPC 7,
61e17,yKGC2,22¢e31eyKTC 12,40 e 41, tendo a linhagem X-33 usada como controle.
Os indculos foram iniciados com uma OD 600 nm de aproximadamente 4 e incubados
por 48 ha30°C e 200 rpm, com o objetivo que alcangar uma alta concentragao de células
para melhor observagdo da quimosina no sobrenadante. Foram coletadas amostras do
sobrenadante apds 24 h e 48 h de cultivo e separado do material celular por centrifugacao
e precipitado com TCA 100% para aplicagdo da amostra em SDS PAGE 12% (Figura
10).

Amostras do sobrenadante apds as 48h de cultivo também foram utilizadas para
testar a capacidade de coagulacdo do leite a 37 °C. Apenas o sobrenadante dos clones da
linhagem yKPC foram capazes de coagular o leite: YKPC 7 e 17 em 9 minutos e YKPC

61 em 20 minutos.
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As analises de eletrofose de proteina corroboraram com o resultado obtido no teste
de coagulacao do leite: apenas foi possivel observar a presenga de banda correspondente

ao tamanho da quimosina nos sobrenadantes da linhagens yKPC.

Z
z

BIEEEF ME

45 KDa

35 KDa

FIGURA 10. SDS PAGE 12% CORADO COM COMASSIE PARA IDENTIFICACAO DE PRO-QUIMOSINA
NO SOBRENADANTE. A: colunas M) Marcador, 1)X-33 24 h; 2) x-33 48 h; 3) yYKPC 61 24 h; 4)
vyKPC 61 48 h; 5) yYKGC 2 24 h; 6) yYKGC 2 48 h; 7) yYKPC 7 24 h ¢ 8) yKPC 7 48 h. B: colunas
M) Marcador, 1) yYKGC 31 24 h; 2) yYKGC 31 48 h; 3) yYKPC 17 24 h; 4) yYKPC 17 48 h; 5) yKGC
22 24 h; 6) yKGC 22 48 h; 7) X-33 24 h. C: colunas M) Marcador, 1) yKTC 41 24 h; 2) yYKTC
41 48 h; 3) yKTC 40 24 h; 4) yKTC 40 48 h; 5) yYKTC 12 24 h; 6) yKTC 12 48 h; 7) X-33 48 h.

Para prosseguir com os ensaios, o clone yKPC 7 foi inicialmente selecionado, no
entanto ele se mostrou instavel e acabou perdendo a capacidade de produzir quimosina.

O clone yYKPC 17 foi escolhido para dar continuidade aos estudos.
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4. PURIFICACAO DA QUIMOSINA BOVINA PRODUZIDA POR K.
phaffi.

Para a purificacdo da quimosina recombinante, a levedura yKPC 17 foi incubada

por 48h a 30 °C e 200 rpm em dois Erlenmeyer de 2 L contendo 500 mL de YPG cada.

O sobenadante obtido foi separado do material celular por centrifugagdo e
filtragdo em membrana de 0,45 um. O filtrado foi concentrado em Amicon com uma
membrana de 30 KDa, e 10 ml do liquido retido (35 mL) obtido foi liofilizado. Para
purificacdo por cromatografia de exclusdo, o material liofilizado foi ressuspendido em 4

ml de tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,0) (Figura 11).

Cada fracdo obtida foi testada para atividade de coagulacdo do leite apods
acidificacdo com HCI, que foi observada apenas nas fragdes 15, 16, 17, 18 ¢ 19, indicando
a presenca de quimosina. O IMCU foi calculado através do método REMCAT, e as
fragdes 16 (156 IMCU/mL), 17 (264,7 IMCU/mL) e 18 (120 IMCU/mL), apresentaram

0s maiores valores.

—— Eraction_Chrom.1 Sephadex G75pg Quimo: lig,

, Fragado 15: 27,1 IMCU. ml-1

ao| Fragdo 16: 156,5 IMCU. ml-1
Fracéo 17: 264,70 IMCU. ml-1
50| Frag8o 18: 120 IMCU. ml-1

Frac&o 19: 18 IMCU. ml-1

FIGURA 11. PERFIL DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO. A purificagdo foi conduzida em coluna
hiload 16/600 superdex 200 pg no sistema akta pure previamente equilibrado com tampao fosfato
de potassio 50 mm (ph 6,0). Fragdes de 3 ml foram coletadas e testadas para atividade enzimatica.
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Apb6s uma etapa de purificagio as amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida corado com prata (Figura 12) e, nas fragdes 15, 16 e 17 identificamos duas
bandas: uma de aproximadamente 40 kDa referente a forma glicosilada da quimosina e
uma banda de aproximadamente 35 kDa, compativel com o tamanho da enzima ndo

glicosilada.

FIGURA 12. SDS PAGE 12% CORADO COM PARA PARA ANALISE DA PURIFICACAO DA
QUIMOSINA. Colunas M) Marcador; 1) extrato bruto (5ul); 2) fracdo 15; 3) fragdo 16; 4) fracdo
17; 5) fragdo 18; 6) fragdo 19 ¢ 7) quimosina recombinante da DSM. A seta vermelha indica a
forma glicosilada e a seta preta indica a forma ndo glicosilada da quimosina.

As fragdes foram reunidas em uma Unica amostra, totalizando 9 mL, que foi
liofilizada e o solido obtido foi ressuspendido em 4 mL. A quimosina obtida foi
quantificada em mg/ml por absorbancia nos comprimentos de onda 280 nm e 260 nm.
Em condig¢des nao otimizadas de crescimento celular em frasco, foram obtidos 670 mg/L

de quimosina ap6s os processos de purificacao e 46400 IMCU totais.

Filkin et al (2020), expressando o gene da quimosina sob a indu¢do do promotor
Paoxi1 obtiveram em biorreator (2L) o maximo de 80 mg/L de quimosina ap6s 96 h de
indugdo com adigdo de sorbitol. Apos o processo de purificacdo em duas etapas sendo a
primeira por troca idnica e uma segunda etapa de cromatografia por interagdes
hidrofobicas, conseguiram recuperar 62% da proteina total, que representou na amostra

final 31,5 mg de proteina total, o equivalente a 1009 IMCU/mL.
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Noseda et al (2016) ao escalonar a producao de quimosina com o promotor Paoxi
em biorreator, purificou a amostra por cromatografia de troca idnica e obteve 460 IMCU

totais.

Ao expressar o gene da pro-quimosina B bovina sobre o controle do promotor
Pgar Jiang et al (2012) obtiveram, em cultivo de 100 mL em YPD, 3705 U/mg de
quimosina purificada por cromatografia de troca idnica em duas etapas, ao final de um
processo fermentativo de 5 dias. Porém os ensaios de coagulagao foram realizados em
propor¢ao E/S 1:1 e na temperatura de incubagdo de 37°C, o que sugere uma

superestimacao dos resultados.

Neste trabalho obtivemos 1424 IMCU totais ao final da purificagdo. Houve, no
entanto, uma grande perda de proteina durante as etapas de purificagdo, principalmente
apos a passagem do extrato bruto pelo Amicon e a segunda liofilizagdo. Estes resultados
indicam que a etapa de purificagdo pode ser melhorada para obter uma porcentagem de

recuperagdo maior da proteina.

Em SDS PAGE 12% foram aplicadas amostras das enzimas comerciais Proquiga,
CHY-MAX, DSM, uma amostra de enzima produzida por E. coli para efeito de

comparag¢do com o perfil de proteinas presentes na amostra purificada obtida (Figura 13).

45 KDa wem
s~ a— -

35 KDa we -

FIGURA 13. SDS PAGE 12% CORADO COM COMASSIE PARA COMPARACAO DA PUREZA DE
AMOSTRAS DE QUIMOSINAS COMERCIAIS E A QUIMOSINA PRODUZIDA POR K. pPHAFFI PURIFICADA.
Colunas M) Marcador; 1) Proquiga K. lactis; 2) CHY-MAX A. niger; 3) Quimosina recombinante

41



produzida por E.coli; 4) DSM K. lactis; 5) CHYMB K. phaffii ¢ 6) Extrato bruto ativado CHYMB
K. phatffii.

Ao comparar em gel de poliacrilamida a purificacdo da quimosina obtida pela
levedura K. phaffii com amostras de quimosina recombinantes comerciais produzidas
pelos fungos K. lactis, A. niger e pela bactéria E. coli, foi possivel obter um perfil de
purificacdo semelhante ao ja utilizado na industria, indicando que uma etapa de

purificacdo por cromatografia de exclusdo pode ser suficiente.

Esses resultados reforcam a aplicacdo da levedura K. phaffii como um
microrganismo alternativo para a produgdo comercial de quimosina bovina devido ao

processamento downstream simplificado.

Uma das caracteristicas da quimosina bovina quando expressa na levedura K.
phatffii ¢ a glicosilagdo da enzima, que nao ¢ observada na quimosina em sua forma nativa
(Figura 14).

LEKREAEAAEITRIPLYKGKYGISSKYSGFGEVASVPLTNYLDSQYFGKIYLGTPPQEFTVLF
DTGSSDFWVPSIYCKSNACKNHQRFDPRKSSTFQNLGKPLSIHYGTGSMQGILGYDTVTVSNIVD
IQQTVGLSTQEPGDVFTYAEFDGILGMAYPSLASEYSIPVFDNMMNRHLVAQDLFSVYMDRNGQ
ESMLTLGAINPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSVTISGVVVACEGGCQAILDTGTSKLVGPSS

DILNIQQAIGATQNQYGEFDIDCDNLSYMPTVVFEINGKMYPLTPSAYTSQDQGFCTSGFQSENH
SQKWILGDVFIREYYSVFDRANNLVGLAKAI*

FIGURA 14. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PRO-QUIMOSINA B BOVINA. Em azul esta
desatacada a regido da pro-quimosina e em amarelo estdo os possiveis sitios de glicosilagdo,
considerando o motivo N-XXX-S/T de glicosilagdo em K. phaffii.

A glicosilagao foi observada nas quimosinas de bufalo, camelo, bode e iaque
quando produzidas em K. phaffii, além da bovina, pois a glicosilagdo ¢ um processamento

pos-traducional comum em proteinas expressas por leveduras. (Akishev, Z. et al, 2021).

Um ensaio de deglicosilagdo com PNGase F foi realizado, a amostra tratada foi
visualizada em gel de poliacrilamida (Figura 15) onde obtivemos uma banda de 35 kDa,

o esperado da quimosina bovina em sua forma nativa.

42



PNGase F

45 KDa
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FIGURA 15. SDS PAGE 12% CORADO COM COMASSIE PARA ANALISE DO ESTADO DE
DEGLICOSILACAO DA QUIMOSINA RECOMBINANTE. Colunas 1) quimosina recombinante
purificada apresentando os estados glicosilada (C*) e ndo glicosilada (C); 2) apenas quimosina
recombinante sem glicosilagdo apos tratamento com PNGase F.

Embora ndo tenham sido encontradas diferengas na atividade proteolitica da
quimosina com glicosilagdo e sem glicosilagdo, especula-se que a glicosilagao aumente a
solubilidade de proteinas, prevenindo a sua agregacdo na via de secrecdo, o que poderia
aumentar os niveis de proteina secretada. A produ¢do de quimosina bovina altamente
glicosilada por A. niger resultou em mais atividade do que a forma deglicosilada de

quimosina (Van den Brink,H. et al, 2006) .

Ao adicionarem um sitio de N-glicosilagdo na pro-quimosina de camelo a
secrecdo da proteina foi significativamente maior em K. phaffii, € contribuiu para uma

maior estabilidade térmica da enzima (Wang, N. et al, 2022).

A presenca de glicosilacio ndo oferece risco ou alteracdo negativa, nao
representando, portanto, um impedimento no uso da levedura K. phaffii como plataforma

de expressao heterodloga de quimosina bovina para aplicagdo na industria de laticinios.
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5. ESPECIFICIDADE DE SUBSTRATO E TERMOESTABILIDADE DA
QUIMOSINA RECOMBINANTE PURIFICADA-

A especificidade da quimosina bovina recombinante obtida foi testada nos
substratos a-caseina (a-cn), B-caseina (B-cn) e k-caseina (k-cn) (Figura 16). Amostras
desses substratos foram incubados a 37°C por 1h com a CHYMB purificada e a quimosina
recombinante da empresa DSM, ambas diluidas 5000 vezes. Os pesos moleculares de -

cn, K-cn e o-cn sdo 24 kDa, 19 kDa, e 25,2 kDa, respectivamente.

FIGURA 16. SDS PAGE 12% CORADO COM COMASSIE PARA ANALISE DA ATIVIDADE
ESPECIFICA DA QUIMOSINA PARA O SUBSTRATO KAPPA-CASEINA. Colunas M) marcador 1) o-
caseina 2) B-caseina 3) k-caseina 4) a-caseina + CHYMB 5) B-caseina + CHYMB 6) k-caseina +
CHYMB 7) a-caseina + DSM 8) B-caseina + DSM 9) k-caseina + DSM.

A quimosina tem como substratos o-, B- e k-caseinas do leite, porém sua
especificidade decresce ao compararmos a catalise em «, 3 € a. Na B-cn a enzima hidrolisa
a ligagcdo Leul92-Tyr193 e em o-cn a regido de lise ¢ a composta por Phe23-Phe24.
Cheng et al (2021) observou que os pesos moleculares de -cn e a-cn diminuiram para
21,9 kDa e 20,75 kDa, respectivamente, apos incubagcdo com a quimosina. No entanto

apesar de induzir a hidrélise de B-caseina e a-caseina, essa hidrdlise ndo causa agregacao.

O mesmo foi observado quando amostras de quimosina ndo diluidas foram
incubadas com os substratos k-, - € a-caseina por 1 hora a 37 °C (Figura 17). Enquanto
a kappa-caseina foi totalmente hidrolisada, os substratos beta e alfa-caseina foram apenas

parcialmente hidrolisados.
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FIGURA 17. SDS PAGE 12% PARA ANALISE DA ACAO DA QUIMOSINA SOBRE DIFERENTES
SUBSTRATOS. Colunas M) marcador 1) a-caseina 2) B-caseina 3) k-caseina 4) a-caseina +
CHYMB 5) B-caseina + CHYMB 6) k-caseina + CHYMB 7) a-caseina + DSM 8) p-caseina +
DSM 9) k-caseina + DSM.

Essses resultados apresentados indicam que a quimosina recombinante produzida
pela levedura K. phaffii possui a mesma especificidade para seus substratos encontrada

na quimosina comercial expressa pela levedura K. lactis.

Amostras da quimosina purificada foram incubadas em diferentes temperaturas
para analisar a termoestabilidade da proteina recombinante produzida pela K. phaffii. No
ensaio (Figura 18) foi observada uma queda de 35% na atividade de coagulacdo quando
a enzima ¢ mantida em 40 °C, mas essa queda permanece constante mesmo com 0O

aumento progressivo da temperatura até 50°C.

Jiand et al (2012) observaram uma queda de 10% na atividade relativa da

quimosina recombinante apds incubac¢ao em 50 °C.

Esses resultados sdo condizentes com as caracteristicas da quimosina
recombinante comercial CHYMAX expressa por A. niger, que apresenta perda de
atividade, podendo mesmo ser desativada, se incubada por longos periodos, em

temperaturas acima de 35 °C (Vallejo, J.A. et al, 2012).
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FIGURA 18 TERMOESTABILIDADE DE QUIMOSINA RECOMBINANTE PRODUZIDA POR K.

PHAFFII.
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6. EFEITO DA TEMPERATURA E DOS PROMOTORES
CONSTITUTIVOS NA PRODUCAO DE QUIMOSINA BOVINA EM
K. phaffi.

A producdo de proteinas recombinantes estd relacionada a diferentes respostas
celulares ao estresse, que gera uma carga metabodlica e a necessidade de energia extra para
suplanta-la. Esta carga metabolica pode resultar na inibicdo do crescimento, no baixo
nivel de acumulacdo de produto, na diminui¢do da resisténcia celular as influéncias
ambientais ou mesmo na lise celular, na instabilidade genética, influenciando a

produtividade do sistema de expressao (Glick, B.R. et al, 1995)

Mattanovich (2004) considera que a carga metabdlica em leveduras € causada por
processos pos-traducionais como o dobramento e secre¢ao da proteina recombinante ou

mesmo pela degradagdo proteica de proteinas mal dobradas no reticulo endoplasmatico.

Essa carga pode ser acentuada na expressdo de proteinas grandes, complexas e
com ligagoes dissulfeto. A formagdo de ligacdes dissulfeto, além de consumir ATP,
também necessita de oxigénio e produz espécies reativas de oxigénio (EROs) em
quantidades estequiométricas ao nimero de ligacdes dissulfeto formadas. As EROs
geradas acabam por consumir recursos celulares que protegeriam contra o estresse

oxidativo dentro da célula (Tyo, K.E. et al, 2010).

Na sequéncia da pro-quimosina encontramos 7 residuos de cisteina que resultam

em 3 ligagodes dissulfeto (Figura 19).
MRCLVVLLAVFALSQGAEITRIPLYKGKSLRKALKEHGLLEDFLQKQQYGISSKYSGFGEVASVPLTNYLDSQYF
GKIYLGTPPQEFTVLFDTGSSDFWVPSIYCKSNACKNHQRFDPRKSSTFQNLGKPLSIHYGTGSMQGILGYDT
VTVSNIVDIQQTVGLSTQEPGDVFTYAEFDGILGMAYPSLASEYSIPVFDNMMNRHLVAQDLFSVYMDRNG
QESMLTLGAIDPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSVTISGVVVACEGGCQAILDTGTSKLVGPSSDILNIQ

QAIGATOQNQYGEFDIDCDNLSYMPTVVFEINGKMYPLTPSAYTSQDQGFCTSGFQSENHSQKWILGDVFIRE
YYSVFDRANNLVGLAKAI

FIGURA 19. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PRO-QUIMOSINA. Residuos de cisteinas
destacados em amarelo. https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00794/entry

As EROs podem ser formadas em quantidades potencialmente ilimitadas através
de maltiplas rodadas de formacdo e quebra de ligacdes dissulfeto aleatérias, que

aumentam a medida que residuos de cisteina vao se tornando disponiveis na proteina
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nascente no reticulo endoplasmatico (RE). Esse fenomeno ocorre principalmente quando
a taxa de dobramento ¢ lenta em comparacdo com a taxa de formagdo das ligacdes
dissulfeto, como resultado da saturacdo da capacidade geral de dobramento do RE (Tyo,

K.E. et al, 2010).

Dragosits et al (2009) observou que a diminui¢ao da temperatura para 20 e 25°C
consegue diminuir a carga metabodlica, o que resultou em um aumento de até trés vezes
na taxa de produgao de proteinas. O autor especulou que o dobramento de proteinas ou a

degradacao de proteinas mal dobradas foram reduzidos em temperaturas mais baixas.

Em outro estudo foi demonstrado que o estresse consequente da resposta as
proteinas mal-dobradas (UPR) e ao proprio dobramento incorreto pode ser
significativamente reduzido em temperaturas mais baixas, levando a reducdo da

degradacdo de proteinas (Gasser, B. et al, 2007).

Considerando o exposto, avaliamos se as linhagens yKTC e yKGC testadas ndo
apresentaram bandas nem atividade de coagulacio quando cultivadas a 30 °C por estresse
metabolico. Todos os clones destas linhagens armazenados a -80 °C foram plaqueados
em meio YPD sem antibiotico, onde ficaram incubados por 72 h. Depois de passarem por
uma placa com meio YPD com antibidtico, aqueles que formaram colonias foram
cultivados em deep well em meio liquido YPD, sem antibidtico, por mais 72 h na
temperatura de 28 °C, com o objetivo de diminuir o metabolismo da levedura na hipotese
de um alto nivel de transcricio do gene heterdlogo estar prejudicando a tradugdo e

secre¢do da quimosina recombinante.

Apenas uma das coldnias inoculadas de yKTC (31) e duas de yKGC (2 ¢ 6)
cresceram em meio liquido. O sobrenadante foi coletado e precipitado para aplicagdo em
gel de poliacrilamida onde foi possivel observar a presenca de uma banda de 35 KDa que
ndo estava presente no sobrenadante da levedura selvagem, e de tamanho menor que a

banda observada na linhagem com o promotor Ppck (Figura 20).
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FIGURA 20. SDS PAGE 12% CORADO COM PRATA PARA ANALISE DO SOBRENADANTE DE
CLONES YKTC E YKGC. Coluna M) Marcador; 1) X-33; 2) yKGC 2; 3) yYKGC 6; 4) yKTC 31; 5)
yKPC 17 como controle positivo.

Novos testes foram feitos com os clones yYKGC 6 e yKTC 31 cultivados em uma
temperatura mais baixa, 25 °C, com o objetivo de confirmar se as bandas de 35 kDa

seriam realmente relacionados a quimosina.

Os pré-indculos foram incubados a 25 °C por 24 h em 25 mL de YPG sob rotagao
de 200 rpm e posteriormente inoculados em 200 mL de meio YPG novo, para incubagdo
por 48 h a 25-°C para obtencao de pré-inoculo suficiente para triplicatas e cultivos em
diferentes temperaturas. A linhagem yKPC 17 também foi cultivada como um controle
positivo da producdo de quimosina e amostras sobressalentes de pré-indculo de cada

linhagem foram congeladas para cultivos posteriores.

Os in6culos foram cultivados em 25 ml de YPG, iniciando com uma ODsggo de 3,0
e incubados por 72 h, a 25 °C e 28°C, sendo alimentados a cada 24 h. Amostras foram
coletadas a cada 24 h e os sobrenadantes foram ativados com HCI e precipitados para

aplicagcdo em gel de poliacrilamida (Figura 21).

No cultivo a 25 °C observamos a presenca de uma banda de aproximadamente 36
kDa referente a quimosina nas 3 linhagens testadas. Esse resultado comprovou que as
linhagens com os promotores considerados mais fortes, yYKGC e yKTC enfrentam
dificuldades no crescimento e na produ¢do da quimosina quando o cultivo celular ¢ feito
em temperaturas mais altas, possivelmente devido ao estresse celular causado pela carga

metabdlica.
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FIGURA 20.SDS PAGE 12% CORADO COM COMASSElI MOSTRANDO A PRESENCA DE
QUIMOSINANO SOBRENADANTE DE yKGC 6, yYKTC 31 EvyKPC 17 COM CULTIVO A25 °C EM MEIO YPG.

O sobrenadante coletado foi acidificado com HCI para ativacdo da pro-quimosina. A: colunas
M)Marcador; 1)yKGC 6 24 h; 2) yKGC 6 48 h 3) yYKGC 6 72 h 4)yKGC 6 72 h ndo ativado
5) X-33 24 h 6)X-33 48 h 7)X-33 72 h. B: colunas M) Marcador; 1)yKTC 31 24 h; 2) yKTC
3148 h3) yKTC 3172 h 4)yKTC 31 72 h ndo ativado 5) X-33 24 h 6)X-3348 h 7)X-33 72 h.
C: colunas M) Marcador;1) yKPC 17 24 h; 2) yYKPC 1748 h 3) yKPC 17 72 h 4) yYKPC 17 72 h
nao ativado 5) X-3324 h 6)X-3348 h 7) X-33 72 h.
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O promotor Ppgk, apesar de estar relacionado a uma enzima glicolitica, assim
como Pgap, parece possuir uma forga de transcricdo moderada em comparacdo com o0s
demais promotores constitutivos testados, por isso ele pode ser considerado uma
alternativa na produgao de proteinas heterélogas complexas ou que afetem negativamente

o metabolismo da levedura.

Os resultados obtidos através dos géis de poliacrilamida confirmam que a pro-
quimosina pode ser expressa e secretada de forma eficiente pelos trés promotores

constitutivos testados quando a temperatura de cultivo ¢ diminuida para 25 °C.

Apesar do observado neste trabalho e na literatura relacionada, alguns trabalhos
publicados buscaram a produc¢ao da quimosina recombinante utilizam a temperatura de
30 °C, o que pode explicar, em parte, as baixas quantidades de proteina obtidas nessas

pesquisas.

Filkin et al (2020) expressando o gene da quimosina sob a indug¢do do promotor
Paoxi1 obteve em frasco o equivalente de 20 IMCU/ml. O cultivo foi todo feito a 30 °C, e

o teste de coagulagdo a 37 °C, o que ainda sugere uma superestimagao no resultado.

Como apenas na temperatura de 25 °C observamos em yKGC 6 ¢ yYKTC 31 uma
banda de mesmo tamanho da quimosina ativada, semelhante ao que encontramos na
linhagem yKPC17, essas trés linhagens foram estudadas quanto ao crescimento celular

nesta temperatura e atividade de coagulacdo do leite (Figura 22).

Enquanto yKPC 17 manteve a producdo de quimosina acompanhando o
crescimento da biomassa celular, acumulando os maiores valores de IMCU/ml ao final
das 72 h de cultivo, as linhagens YKGC 6 e yKTC 31 tiveram um comportamento
diferente. Para yKTC 31, os maiores niveis de IMCU foram obtidos com 48 h de cultivo,
declinando apos esse periodo, embora o crescimento celular se mantivesse em fase

exponencial.
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FIGURA 212. CINETICA DE PRODUCAO DE QUIMOSINA PELAS LINHAGENS YKPC 17, YKGC
6 E YKTC 31 CULTIVADAS A 25°C EM MEIO YPG.

Com o cultivo durante 48 h a 25 °C o crescimento celular em g/L ndo apresentou
diferenca estatistica entre as trés linhagens nos diferentes tempos. No melhor tempo
observado (48 h) a atividade de coagulacdo em yYKGC 6 e yKTC 31, 134,9 IMCU/ml e
160,5 IMCU/ml, respectivamente, foram maiores que aquela observada para a linhagem
yKPC17, 91,71 IMCU/ml, sendo todas diferentes entre si segundo o teste estatistico

aplicado.

Apods 72 h de cultivo, as atividades de coagulacdo das trés linhagens foram
semelhantes, sendo que para YKPC 17 observamos um aumento na atividade (106,48
IMCU/ml) em relacdo a producdo de 48 h, e YKGC 6 e yKTC 31 apresentaram um
declinio em comparacao, 112,75 IMCU/ml e 102,2 IMCU/ml, respectivamente.

Essa relagdo de crescimento e produgdo ndo acopladas observada em yYKGC 6 e
yKTC 31 se diferencia do que ¢ em geral descrito para promotores constitutivos,
principalmente para Pcap (Garcia-Ortega, X. et al, 2016) (Nieto-Taipe, M.A. et al, 2020)
que esta associado ao crescimento celular por seu papel fundamental na glicélise. Com
o uso desse promotor era esperado que a taxa de producdo de proteina recombinante fosse
acoplada ao crescimento. Para o Ppgk, também associado a uma enzima da via glicolitica,
essa tendéncia foi observada na expressao de lipase (de Macedo, J.R. et al, 2019), e neste

trabalho.
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A ndo associagdo entre crescimento celular e producao de proteina recombinante
observada em YKGC 6 e yKTC 31 parece sugerir a presenca de gargalos na via de

processamento da proteina quando usamos esses promotores considerados mais fortes.

Noseda et al (2014) estabeleceu um protocolo de cultivo de K. phaffii para a
produgdo de quimosina recombinante induzida por metanol em que a fase de acumulo de
biomassa era realizada a 30 °C com glicerol, e a fase de indugdo a 25 °C. Quando a
producao foi feita em meio BSM em frasco, ao final de 120h de indugao obtiveram uma
biomassa acumulada de aproximadamente 15 gL' e 6 IMCU/ml (temperatura de
coagulagdo 37 °C). Esses valores estdo bem abaixo dos atingidos no presente trabalho

utilizando qualquer um dos promotores constitutivos testados ao invés do Paoxi.

Em biorreator obtiveram uma concentragdo de biomassa de 158g DCW, porém
apenas 92 IMCU/ml em meio BSM com metanol (Noseda, D.G. et al, 2016), o que
equivale ao rendimento de 1215 IMCU/g ao final de 120 h de indugdo.

Para obten¢do do rendimento de producio de quimosina por biomassa os valores
de IMCU foram convertidos para litro e um grafico foi plotado com as médias e desvio

padrao calculados (Figura 23).
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FIGURA 223. RENDIMENTO DA PRODUCAO DE QUIMOSINA PARA AS LINHAGENS vKTC 31,
yPGC 6 EvyKPC 17 COM CULTIVO EM FRASCO EM MEIO YPG E TEMPERATURA DE INCUBACAO 25°C .

Com 48 h de crescimento todas as linhagens mostraram seu maior rendimento,
sendo que YKGC 6 e YKTC 31, com os maiores rendimentos na faixa de 7000 IMCU/g,

ndo apresentaram diferenga significativa entre si quando o cultivo foi feito a 25 °C. Para
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yKPC 17, o rendimento permaneceu constantemente abaixo em relagdo a yYKGC 6 ¢

vyKTC 31.

Os resultados mostram que a diminuicdo da temperatura de produgdo parece
beneficiar a expressdo da proteina quando ela ¢ controlada pelos promotores Pgap € Prer,

mas nao Ppgk que apresentou um rendimento 44% menor (3936 IMCU).

Esses estudos iniciais, realizados em frasco e com pouco ou mesmo nenhum
controle de parametros como oxigenacao, pH, fonte de carbono e nitrogénio, indicam que
os promotores constitutivos Ppck, Pcap € Prer sdo mais eficientes que o promotor Paoxi

na produgdo de quimosina recombinante.

Uma explicacdo para a superioridade dos promotores constitutivos em relagao ao
promotor Paoxi com indugdo por metanol na produ¢do da quimosina pode estar no

excesso de estresse oxidativo celular gerado.

O uso do metanol como fonte de carbono pela K. phaffii tem como consequéncia
a formagdo de espécies reativas de oxigénio, como o H>O», e durante o processo
fermentativo as células ja tém de enfrentar diversos estresses ambientais provenientes do

meio de cultura, temperatura, sintese de produtos, entre outros (Lin, N. et al, 2021).

Considerando que esse estresse serd somado a carga de EROs gerados no
processamento pos-traducional da quimosina para a formagdo das ligagdes dissulfeto
(Tyo, K.E. et al, 2010) o crescimento e a produtividade podem ficar comprometidos, o
que explicaria as atividades enzimaticas baixas na produgdo de quimosina bovina quando

o promotor Paoxi € usado.

Quando as linhagens sdo incubadas a 28 °C as atividades de coagulagao
alcancaram valores significativamente mais altos que os observados na incubagao a 25 °C
(Figura 24), enquanto o acuimulo de biomassa manteve-se estatisticamente semelhante

(Figura 25).

Ao compararmos a atividade de coagulacao no cultivo a 25 °C e 28 °C no tempo
48 h vemos um aumento nas atividades das trés linhagens testadas. Para yKPC 17
observamos que o IMCU vai de 92 para 218 IMCU/ml, yYKGC 6 ¢ 135 IMCU/ml a 25 °C
e 180 IMCU/ml a 28 °C, e na linhagem yKTC 31 a j4 alta atividade de coagulagao
observada de 160 IMCU/ml alcanga 225 IMCU/ml no crescimento a 28 °C.
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FIGURA 24. ATIVIDADE DE COAGULACAO DA QUIMOSINA RECOMBINANTE OBTIDA NO
SOBRENADANTE DAS LINHAGENS vyKPC 17, yKGC 6 E YKTC 31 NAS TEMPERATURAS DE CULTIVO
25°CE 28°C EM MEIO YPG.

Também observamos que a producdo de quimosina a 28 °C acompanhou o
acimulo de biomassa para todas as trés linhagens testadas, diferentemente do observado
no cultivo a 25 °C, quando ap6s 48h um maior crescimento celular ndo resultou em

maiores atividades de coagulacdo para os clones YKGC 6 e yYKTC 31.

Como a produ¢do de quimosina acompanhou a tendéncia de aumentar em relagao
ao acumulo de biomassa, todas as linhagens tiveram suas maiores atividades com 72h de

cultivo.
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FIGURA 25. CRESCIMENTO CELULAR DAS LINHAGENS vyKPC 17, yYKGC 6 E vyKTC 31 NAS
TEMPERATURAS DE CULTIVO 25°C E 28°C EM MEIO YPG.

O aumento na temperatura de produgao possibilitou que yKPC 17 atingisse ao

final do cultivo 232 IMCU/ml.

Entre as trés linhagens testadas aquela com a expressao do gene da pro-quimosina
controlada pelo promotor Prer foi a que alcangou os maiores valores de IMCU.ml™! ao

final do cultivo.

Ao calcularmos o rendimento para cada linhagem (Figura 26), yKPC 17 mantém,
durante 48 h, o melhor rendimento entre atividade de coagulagdo e biomassa. O clone

yKGC 6 apresentou um decaimento pronunciado ap6s 48 h de incubagdo a 28 °C.

Durante as 72 h de cultivo, a linhagem yKTC 31 mostrou um rendimento

constante entre atividade de coagulagdo e biomassa acumulada.
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FIGURA 26. RENDIMENTO DA PRODUGAO DE QUIMOSINA PARA AS LINHAGENS vyKTC 31,
yPGC 6 EvyKPC 17 COM CULTIVO EM FRASCO EM MEIO YPG E TEMPERATURA DE INCUBACAO 28°C

No melhor tempo (48 h) a linhagem yKTC 31 apresentou a maior produtividade
média (PM = IMCU.L".t") equivalente a 4729 IMCU.L"\.t! ¢ com o rendimento por

grama de célula estatisticamente igual ao obtido em yYKPC 17 (Figura 27).

A linhagem yKGC 6 apresentou os menores valores de produtividade média e
rendimento, 3750 IMCU.L'.t! e 6067 IMCU/g respectivamente, nas mesmas condi¢des

de cultivo.
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FIGURA 23. PRODUTIVIDADE MEDIA DAS LINHAGENS YKPC 17, YKGC 6 E YKTC 31 NA
TEMPERATURA DE CULTIVO DE 28 °C.
Considerando que os promotores Pter € Pgap sdo comumente referidos na

literatura como promotores igualmente fortes (Shen, Q. et al, 2021) a explicagdo para essa
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diferenca na produtividade média poderia estar no nimero de cépias do gene de interesse

nos diferentes clones.

O numero de copias do gene da quimosina foi quantificado para cada linhagem
estudada utilizando PCR em tempo real. O gene HIS4 foi selecionado como controle
interno de copia tnica. A andlise utilizou o método de quantificagdo absoluta e as curvas

padrio utilizadas abrangeram a faixa de 1x10° a 1x107 cdpias do gene de interesse.

O nimero de copias do gene da pré-quimosina quantificado para cada linhagem

foi de 1 copia para yYKPC 17 e YKTC 31, e 3 copias presentes na linhagem yKGC 6.

A linhagem yKGC 6, apesar de ter um maior nimero de copias do gene de
interesse, apresentou os menores valores de IMCU.ml™!. Assim como observado por
Mellitzer et al (2014) ao expressar a enzima B-manase de Trichoderma reesei com Paoxi,
Pgar € Pen em K. phaffii, a combinacdo do uso de um promotor forte e a alta dosagem
genética pode resultar em um maior nivel de transcri¢do, que acaba por sobrecarregar a
maquinaria de dobramento e secre¢do da célula. O resultado ¢ a diminui¢do dos niveis de

atividade enzimatica obtidos a partir do sobrenadante.

Essa tendéncia € corroborada com o rendimento mais alto observado quando a
temperatura de crescimento de yYKGC 6 ¢ mais baixa e, ao diminuir o metabolismo celular,
foi possivel atingir 7000 IMCU/g em 48h em comparacao com 6000 IMCU/g, no mesmo

tempo, quando o cultivo foi feito a 28 °C .

O custo biossintético primario parece ser a superexpressao de proteinas e nao o
custo de replicacao na presenga de alto nimero de cOpias integradas ao genoma de genes
heterdlogos (Eguchi et al., 2018; He et al., 2020; Yu et al., 2020). Consistente com isso,
uma correlagdo ndo linear entre a producdo de proteina e a dosagem genética ¢
frequentemente observada na producdo e proteinas recombinantes em leveduras

(Mellitzer et al., 2014; Camara et al., 2016; Huang et al., 2018; He et al., 2020).

Ao que tudo indica, as células possuem mecanismos para regular negativamente
genes heterologos ao atingir um determinado patamar de dosagem genética, e o limiar
ideal para dosagem genética varia entre os estudos e depende da proteina de interesse
(Mellitzer et al.,2012 e 2014). O aumento do niimero de copias genéticas para algumas

proteinas heter6logas resultou em maiores rendimentos de proteina ativa, enquanto para
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outras os rendimentos permaneceram constantes ou at¢ diminuiram (Mellitzer et al., 2012,

2014).

Considerando os dados de IMCU/ml e IMCU/g a expressao do gene da quimosina
presente em uma cépia e controlada pelo promotor Prer foi a que apresentou os melhores

desempenhos entre os trés promotores testados nas fermentagdes em 25 °C e 28 °C.
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CONCLUSOES

A expressdo e secre¢ao de quimosina bovina recombinante foi possivel com os

promotores Ppgk, PTeF € PGap.

O promotor Ppgk foi o unico dos promotores testados que permitiu a expressao e
secrecao eficientes de quantidades significativas de quimosina bovina recombinante nas

temperaturas de 25 °C, 28 °C e 30 °C.

As maiores atividades de coagulag¢ao e rendimento por biomassa foram obtidas
com o uso do promotor Pter quando o pré-indculo foi produzido a 25 °C e a produgao foi
realizada a 28 °C. As atividades de coagulagdo observadas superam as obtidas em outros

trabalhos publicados.

Um maior numero de copias do gene de interesse ndo se traduziu em maiores
atividades de coagulagdo, pois o limiar ideal para dosagem genética depende das

caracteristicas da proteina de interesse, como a presenca de muitas ligagdes dissulfeto.

A quimosina secretada pela K. phaffii passou pelo processo de purificacdo de
cromatografia de exclusdo, o que resultou na obten¢do de 670 mg/L de quimosina

recombinante.

A quimosina recombinante produzida pela levedura K. phaffii apresenta as
mesmas caracteristicas das quimosinas comerciais de especificidade de substrato e
termoestabilidade, apresentando-se como uma alternativa vidvel para a producao

industrial nacional dessa enzima.
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Anexo 1. Mapa linear e sequéncia do oligonucleotideos de 1070 pb sintetizado
para traducdo otimizada em K. phaffii, retendo 76,14% de similaridade com o gene nativo
da quimosina bovina. Em cinza as sequencias correspondentes aos sitios de restri¢do Xhol
e Notl, para ligacdo nos vetores pPIC (promotor). Em laranja os sitios de acdo das

proteases KEX2/STE13 que foram adicionados para a perfeita remog¢ao dos sinais de
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secrecdo de levedura e liberagdo da pro-quimosina. A regido em azul corresponde a

sequéncia da proé-quimosina.

1% agarose stained in Ethidium Bromide
1% agarose stained in SYBR Safe

0.5 pg/iane 0.5 pgflane
1X TAE 1X TAE

Anexo 2. Marcador 1 Kb Plus Invitrogen

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/ 7000 20 4
/ 5000 75 15

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4
— 1500 80 16
—1000 26 5
—700 25 5
— 500 75 15
—400 25 5

5
5
5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE. 7 V/cm, 45 min

Anexo 3. Marcador GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder Thermofisher
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kDa
245 m— -

180 ==

100 m— e

75 — S
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45 ——
35—
25— S
20 = S—
15—
10—
Tris-Glycine

Anexo 4. Marcador Sinapse TrueColor High Range Protein.

MW, kDa Protein Source
s |— 116.0 [—galactosidase E.coli
— | — 60,2 Bovine serum albumin bovine plasma
e | —45.0 Ovalbumin chicken egg white
— | — 35 0 Lactate dehydrogenase  porcine muscle
S — 18.4 [—lactoglobulin bovine milk
w— — 14 4 Lysozyme chicken egg white

8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Anexo 5. Marcador para proteina Unstained Protein Molecular Weight Marker
Thermofisher.
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