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RESUMO

A meningoencefalite causada pelo fungo Cryptococcus neoformans em pacientes
imunocomprometidos, principalmente em pacientes com HIV, tem causado aproximada-
mente 122 mil mortes por ano. Os mecanismos de infeccédo e sua viruléncia séo objeto de
intensa investigacdo. A melanizacdo do fungo é um dos fatores que aumenta sua virulén-
cia, e é catalisada por uma enzima chamada lacase 1 (Lacl). Além da atividade descrita,
constatou-se que essa enzima pode ser um dos fatores que permite a sobrevivéncia do
fungo no proprio liquido cefalorraquidiano (LCR), contribuindo para sua permanéncia no
encéfalo. A levedura, Pichia pastoris, € um bom modelo para producéo de proteinas, a
cepa X-33 dessa levedura foi transformada por um plasmideo contendo a sequéncia co-
dante de Lacl, com o objetivo de producédo de lacase recombinante. A expressao da en-
zima nos transformantes foi testada por ABTS, otimizada por testes de producdo temporal
e foi visto que, em frasco, diferentes tempos de inducdo ndo causam diferenca significa-
tivas na producédo da proteina. Além disso, entendeu-se que a Lacl possui sensibilidade
a alteragdes de pH, com atividade entre as faixas de 5,1 - 6,1 e que 0 aumento de escala
para 1,5 litros de cultura leva a uma necessidade de aumento da frequéncia do fluxo de

alimentacdo com o indutor metanol.



ABSTRACT

Meningoencephalitis caused by the fungus Cryptococcus neoformans in immun-
ocompromised patients, especially in those with HIV, has resulted in approximately
122,000 deaths per year. The mechanisms of infection and its virulence are the subject of
intense investigation. Fungal melanization is one of the factors that enhance its virulence
and is catalyzed by an enzyme called laccase 1 (Lacl). Furthermore, beyond the described
activity, it has been observed that this enzyme might be one of the factors enabling the
fungus to survive within the cerebrospinal fluid (CSF), contributing to its persistence in
the brain. The yeast Pichia pastoris serves as a suitable model for protein production. The
X-33 strain of this yeast was genetically transformed with a plasmid containing the coding
sequence of Lacl, aiming to produce recombinant laccase. The expression of the enzyme
in the transformed strains was assessed using ABTS, and optimization was achieved
through temporal production tests. It was noted that, in flask cultures, varying induction
times did not result in significant differences in protein production. Additionally, it was
established that Lacl exhibits sensitivity to pH changes, with optimal activity within the
pH range of 5.1 - 6.1. Moreover, as the scale of production increased, it was observed that

there was a need for an increased feeding rate with the inducer methanol.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cryptococcus neoformans

O género Cryptococcus inclui mais de 50 espécies de leveduras encapsuladas do
Filo Basidiomycota. Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo as espécies de
maior relevancia por serem agentes etioldgicos da criptococose, uma micose sistémica
que ocorre no homem e em animais, saudaveis ou imunossuprimidos (Casadevall & Per-
fect, 1998; Ma & May, 2009).

A doenga foi descrita pela primeira vez em 1894, em uma mulher de 31 anos que
apresentava uma lesdo na tibia, tratando-se de uma enfermidade relativamente rara. Anos
apos a descricdo inicial do C. neoformans, classificou-se a existéncia de duas espécies
distintas no género Cryptococcus, C. gattii e C. neoformans por apresentarem diferencas
filogenéticas e moleculares, bem como sua relacdo quanto ao nicho, distribuicdo geogréa-

fica, epidemiologia, patologia e sintomatologia clinica (Bovers, et al., 2008).

Em estudos publicados por Hagen, et al (2015), demostrou-se que ha sete espécies
patogénicas no género Cryptococcus: C. neoformans (VNI, VNII, VNII) e C. deneofor-
mans (VNIV), além de Cryptococcus gattii (VGI), Cryptococcus bacillisporus (VGIII),
Cryptococcus deuterogattii (VGII), Cryptococcus tetragattii (VGIV), Cryptococcus de-
cagattii (VGIVj/VGllIc)

C. neoformans é um fungo oportunista que pode ser isolado de fontes de matéria
organica ao redor do mundo. Normalmente sua infeccdo ocorre pela inalagdo do orga-
nismo a partir de fontes ambientais, ndo sendo observado infec¢éo via interacdo humano-

humano ou animal-humano (Sabetta & Andriole, 1985, Idnurm, et al., 2005).

A infeccdo por criptococose pode acontecer em qualquer 6rgéo, contudo é nor-
malmente manifestada no pulm&o e no sistema nervoso central (SNC) (Sabiiti, et al.,
2014). A aspiracdo do fungo no ambiente é uma das formas de colonizacao do hospedeiro
(Sabetta & Andriole, 1985, Idnurm, et al., 2005) (Figura 1). Ao entrar em contato com o
individuo, existem varias possibilidades: infeccdo assintomatica, em que o fungo entra
em laténcia e pode ser reativado em caso de baixa da imunidade (Spitzer, et al., 1993;
Kobayashi, et al., 2004); auséncia da infecgdo, em que o fungo é eliminado pelo sistema

imunitario do hospedeiro (Spitzer, et al., 1993; Kobayashi, et al., 2004) e doenga


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184515000328#tblfn10

pulmonar, em que ha o processo de infeccdo do parénquima pulmonar (figura 1), que

pode se disseminar sistemicamente (Spitzer, et al., 1993; Kobayashi, et al., 2004).
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Figura 1. Ciclo de infec¢dio humana do C. neoformans. Infec¢do corporal via aspiragéo fungica e disseminagdo no
hospedeiro pela via linfdtica com a passagem da barreira hemato-encefdlica e contaminagdo do sistema nervoso cen-
tral. ADAPTADO de Idnurm, et al., 2005

A meningoencefalite, infeccdo no SNC por Cryptococcus, é uma condicdo pro-
gressiva e fatal se ndo tratada, e quando tratada, pode deixar sequelas (Rajasingham et al.,
2022). Em um estudo com casos de relatos reais de infeccédo foi visto que apds 1 ano do
diagnostico e tratamento 13-14% dos pacientes demostraram vertigens constantes, 13-
23% tiveram perda de visdo, 3-16% demostraram deficiéncia motora (Pasquier, et al.,
2017).

A maioria dos pacientes com imunidade intacta é capaz de combater a infecgéo, a
preocupacdo com esse fungo comega com sua capacidade de causar doengas em pacientes
imunocomprometidos, como pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia hu-

mana, a Aids (Jarvis & Harrison, 2005).

Com 152 mil casos anuais de neurocriptococose em pacientes com HIV e aproxi-
madamente 122 mil mortes, tratamento e de prevencao tém sido estudadas contra essa

espécie, pois, além da elevada letalidade, 19% das mortes relacionadas a pacientes com



Aids, aqueles que sobrevivem quase sempre convivem com sequelas (Rajasingham et al.,
2022).

1.2. Infeccédo e Viruléncia

A viruléncia de um patdgeno refere-se a capacidade dele de causar doencga ou dano
em seu hospedeiro. Ela é determinada por uma série de fatores, incluindo a habilidade do
patégeno de invadir o hospedeiro, multiplicar-se dentro dele e evitar ou suprimir sua res-
posta imune. A viruléncia pode variar amplamente entre diferentes patdgenos e pode ser
afetada por fatores ambientais e do sistema do hospedeiro, bem como pela genética do
agente infeccioso (Olszewski, et al., 2010). Patogenos altamente virulentos tém maior
probabilidade de causar doencas graves e potencialmente fatais em seus hospedeiros
(Olszewski, et al., 2010).

Células apresentadoras de antigenos sdo uma das primeiras linhas de defesa contra
a infeccdo. Receptores do tipo Toll de reconhecimento de compostos como beta-glicana
e manose sdo 0s mais comuns para um rapido reconhecimento do fungo, levando a ativa-
cdo do processo de fagocitose e eliminacdo do organismo por meio dos macréfagos (Bi-
ondo, et al., 2005; Dan et, al., 2008). Contudo, as cepas de C. neoformans possuem me-
canismos de viruléncia para que haja uma rapida adaptacdo e reproducdo mesmo na pre-

senca da imunidade inata.

A falta do reconhecimento de sua presenca pelo sistema é uma das principais formas
de evasdo das cepas virulentas de C. neoformans. Para que isso ocorra, ha a formacéo de
uma capsula protetora e liberacdo de agentes antioxidantes (Figura 2d,e,f). Essa capsula
é capaz de mascarar 0s antigenos presentes na parede celular do fungo e evitar a identifi-
cacdo pelos receptores das células apresentadoras de antigeno, principalmente macroéfa-
gos (Olszewski, et al., 2010). Além disso, ela inibe fortemente a ligacdo de componentes
do sistema complemento (figura 2c), fazendo que a sinalizacdo p6s-fagocitose seja dimi-
nuida e o fungo consiga evadir aos mecanismos de lise presentes nos lisossomos do ma-
créfago (Stano, et al., 2009).

Essa capsula é feita de polissacarideos ricos em residuos de glicuronoxilomanna
(GXM), que contribui para a estabilidade e permanéncia do C. neoformans, principal-
mente no sistema nervoso central (SNC) (Sabiiti et al., 2014). Entre as propriedades que
favorecem o fungo, a inibicéo da atividade de linfécitos T, induzindo a producdo de IL-

10 e regulando negativamente a secre¢do de citocinas produzidas pelos neutrdfilos e



macrofagos sdo umas das mais importantes (Vecchiarelli, et al., 2003; Boulware, 2011)
(Figura 2d).

Figura 2. Mecanismos de evaséo do C. neoformans do sistema de imunitdrio (resumo). (a) — Opsonizagdo com pro-
teina sufactante D (SPD). (b) — Inibi¢do de receptor do complemento CR2 e CR3 pela proteina antifagocitica 1 (APP1);
(c) — Diminuigdo de fagocitose por meio de CR3 e CR4; (d) — Silenciamento de receptores de reconhecimento padrdo
(PRR) por meio da GXM e indugdo de IL-10. (e) — Silenciamento do receptor EP2 por meio da expressdo de Lacase 1
(LAC1) e aquisigéo de dcido araquidénico (AA) para a ativagcdo da Prostaglandina E2. (f) — Neutralizagdo de espécies
reativas de oxigénio induzidos pela NADPH oxidase (PHOX); (g) — Neutralizagéo de oxido nitrico (NO) induzida pela
oxido nitrico sintase (iNOS); ADAPTADO de Olszewski, et al., 2010

Outro fator que contribui para uma alta viruléncia é o processo de melanizacéo (Sa-
biiti et al., 2014). Ele é catalisado por uma enzima chamada lacase 1 (Lac 1) (figura 2d)
e utiliza componentes aromaticos, como L-DOPA e dopamina (Boulware, 2011), que sdo
abundantes no encéfalo. Apesar da melanizagdo do fungo ter como consequéncia uma
maior resisténcia as defesas do hospedeiro, observou-se que néo é esse processo que man-
tém o fungo vivo no liquido cefalorraquidiano (LCR), e sim a atividade de Lacl em si
(Sabiiti et al., 2014), indicando a importancia da enzima independentemente da produgéo

de melanina.

Além da capsula e da melanizacdo com a presenca de Lac 1, existem outros fatores

de viruléncia que contribuem para evasdo e disseminacdo do C. neoformans. A



fosfolipase B1 (PIb1) tem o papel de catalisar a hidrdlise de fosfolipidios em lipidios
neutros e &cidos graxos livres encontrados no interior dos macréfagos (Boulware, 2011),
por isso tem um papel importante na sobrevivéncia do fungo no interior do macroéfago.
Em conjunto com a PIb1, a urease é necessaria para que o fungo consiga disseminar-se e

ultrapassar a barreira hematoencefalica (Vu, et al., 2013).

Como visto nos paragrafos anteriores, os macréfagos desempenham um papel de
suma importancia no combate a infeccéo por C. neoformans. Ao fagocitar o fungo, ele da
o inicio a sinalizacao para a ativacdo da resposta do sistema imunitario adaptativo, que é

mediado por células CD4.

Uma resposta celular mediada por linfocitos T desempenha um papel importante na
eliminacdo do fungo pelo individuo. A composicdo de manoproteinas presentes na cap-
sula e parede celular sdo cruciais para ativar as células T CD4. Ja foi visto que humanos
com deficiéncia nesse tipo celular, como os pacientes com HIV, sdo mais predispostos a

infeccéo causadas pelo fungo (Crowe, et al., 1991; Jarvis & Harrison, 2005)

Para uma remocao efetiva do C. neoformans, é necesséria uma resposta CD4+ Thl
(Olszewski, et al., 2010) (Figura 3A). Contudo ja se demostrou que isolados altamente
virulentos promovem uma resposta do tipo CD4+ Th2 (Olszewski, et al., 2010) (figura
3B), ja que as citocinas liberadas causam a ativacdo alternativa de macrofagos e, portanto,
promovem a proliferacdo intracelular do fungo (Hernandez, et al., 2005; Zhang, et al.,
2009) (Figura 3B).
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Figura 3. Vias de ativagdo (cldssica e alternativa) do macréfago durante a resposta imune de células T CD4. (A)
Macrdfagos ativados classicamente durante uma resposta Thl contra C. neoformans, com estimulagdo de Interferon
gama (INF-gama) e Interleucina (IL-12). Por meio dessa resposta, hd a eliminagéo do fungo presente no interior da
célula. (B) Indugdo da resposta Th2, ativada pela via alternativa com a metabolizagéo da L-arginina para ureia e a
produgdo de IL-10 e quimosinas MDC e TARC. ADAPTADO de Olszewski, et al., 2010



Pudemos ver que o C. neoformans possui varias formas de se evadir a resposta
imunitaria do hospedeiro, principalmente quando h& uma deficiéncia nesse mecanismo.
Dentre as diversas formas, a formacdo de camadas protetoras, como a capsula e a mela-
nina, e modulacéo da resposta do sistema inato e adaptativo, leva a dispersdo do patégeno
para outros 6rgdos e a colonizacéo dele até no SNC (Idnurm, et al., 2005, Sabiiti, et al.,
2014).

1.3. Sistema Nervoso Central (SNC)

Existem dois sitios de entrada no SNC para patdgenos considerados neurotropicos:
Pela barreira hematoencefalica (BHE) e pela barreira hemato-liquérica (BHL) (Dando, et
al., 2010). As duas possuem a funcéo de regular o transporte de substancias entre o sangue
e o liquor, contudo a BHL é formada por células endoteliais, células gliais e outras células
especializadas que permitem o transporte de glicose, aminoacidos e hormdnios para o
cérebro (Chen, et al., 2022). J& a BHE ¢é formada principalmente por células endoteliais e
é mais seletiva com a passagem de substancias e outras células. Por fim, BHE esta loca-
lizada nos vasos sanguineos do cérebro e da medula espinhal, enquanto a BHL esta loca-

lizada nos vasos sanguineos que irrigam o plexo coroide (Chen, et al., 2022).

Em camundongos, ja foi visto que o C. neoformans possui dificuldade de atravessar
as celulas presentes no plexo coroide, evidenciando que a rota provavel de invasdo do
SNC é por meio da BHE (Chang, et al., 2004; Charlier, et al., 2014). Durante uma infla-
macao, leucdcitos podem migrar por meio dessa barreira para o parénquima cerebral por
meio das juncdes célula-célula ou por meio de endocitose mediada por células endoteliais.
Existem trés vias principais nas quais podem ser utilizadas para a entrada do fungo no
SNC por meio da BHE: Cavalo de Troia, Transcitose e Difusdo Paracelular (Dando, et
al., 2010).

A passagem pela BHE do C. neoformans dentro de células como neutrofilo ou ma-
crofago pode ser considerado como uma entrada via cavalo de Trdia (Figura 4A). A con-
dicdo de parasita intracelular do fungo da suporte para essa hipotese, além disso foi visto
que a remocao de macrofagos e células dendriticas alveolares diminuem a presenca do
patdégeno no cérebro indicando o papel dessas células para a disseminagcdo no SNC
(Chang, et al., 2004; Charlier, et al., 2005)



O C. neoformans possui a capacidade de se aderir a células endoteliais pela expres-
sdo do gene da sintetase de acido hialurdnico (CPS1) (Jong, et al., 2007). A transcitose
pode ser iniciada pela interagdo entre &cidos hialurénicos catalisados pela CPS1 e CD44
presentes nas células endoteliais. Camundongos deficientes em CD44 apresentaram uma
presenca menor do fungo no cérebro (Jong, et al., 2012). Existem outras formas de trans-
citoses entre o fungo e as células edoteliais para a colonizagédo do fungo no liquor, como
pela presenca da fosfolipase B (Plbl) (Figura 4B).

Quando ha uma inflamacéo, os tecidos ao redor sofrem dano pela presenca de cito-
cinas e quimiocinas utilizadas para combater a infecdo. Nessas condi¢des, as células ao
redor tornam-se mais permeaveis e foi visto que o C. neoformans pode causar alteracdes
nas interacdes célula-célula e no citoesqueleto das células endoteliais (Vu, et al., 2013).
Ao se encontrar em um meio com essas condicdes, é possivel que haja invasdo do SNC
pelo fungo por meio de difuséo paracelular (Figura 4C).
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Figura 4. Meios de ultrapassagem da barreira hematoencefdlica (BHE) pelo C. neoformans. (A) Cavalo de Trdia.
Celulas fagociticas podem carregar C. neoformans intracelularmente pela barreira BHE. (B) Transcitose. Interagéo com
diversos mecanismos e componentes celulares faz com que a barreira seja modulada para permitir a passagem do
fungo por meio do citoplasma das células endoteliais. (C) Difusdo Paracelular. A matriz celular da BHE pode ser afetada
pela infec¢do fungica e se tormar mais permedvel a passagem de células e substdncias, além disso o C. Neoformans
possui mecanismos de adesdo nas jungdes célula-célula, isso facilita a passagem da corrente sanguinea para o parén-
quima cerebral. Tradugdo dos titulos: (A) Trojan Horse — Cavalo de Tréia; (B) Transcytosis — Transcitose; (C) Paracellu-
lar Crossing — difus@o paracelular; ADAPTADO de Chen, et al., 2022.

Ao passar a BHE o fungo encontra com o sistema de defesa do SNC, o que inclui
células da micrdglia, que sdo os monaocitos/macrofagos residentes do encéfalo, alem das
células NK, citocinas, células T e anticorpos (Chen, et al., 2022). Como visto no topico

anterior, o fungo possui varios mecanismos de viruléncia para combater as defesas do
hospedeiro.

A presenca da Lac 1 é crucial por participar da via de biossintese da melanina,

por meio da oxidacdo de catecolaminas encontradas nos lisossomos (Casadeval, et al.,



2020), que se acumula na parede celular do fungo em conjunto com a capsula. Em adicéo,
a presenca dessa enzima também € importante por diminuir respostas do tipo Th17 no
recrutamento de neutréfilos cerebrais (Erb-Downward, et al., 2008; Qiu, et al., 2012). E
em pacientes com HIV, foi visto que essa enzima age na interagdo macrofago-fungo no
liquor, evitando com que haja a fagocitose do fungo (Sabiiti et al., 2014). Todos esses
papeis desempenhados pela enzima tem como consequéncia 0 aumento da viruléncia e a

torna importante para a sobrevivéncia do fungo em humanos.

1.4. Lacase de C. neoformans

O C. neoformans possui dois genes que codificam lacases, LAC1 e LAC2, regula-
dos pelos estresses oxidativo e nitroativo. Eles sdo orientados em tandem, ou seja, um
seguido do outro, e s&o muito similares em estrutura. Contudo, a enzima codificada pela
LACL1 é mais eficiente na producdo de melanina, isso da-se pela diferenca do splicing dos
genes durante a transcricao, resultando na producéo de Lac 2 sem uma conformacéo fun-
cional e pela presenca da Lac 1 na parede celular do fungo, sofrendo uma maior exposi¢édo
a L-DOPA, ja que a Lac 2 se encontra na matriz citoplasmatica (Zhu, et al., 2004;, Puk-
kila-Worley et al.; Missall, et al., 2002).

Além de participar de forma mais ativa na producdo da melanina, a Lac 1 de C.
neoformans também possui um papel na via de producdo de prostaglandinas. Ela participa
auxiliando a conversdo de PGG2 em PGE2 (Erb-Downward et al., 2008), que pode mo-
dular de forma negativa a produgdo de quimosinas e de TNFa, além da incentivar a pro-
liferacdo celular, enquanto estimula a producédo de IL-10, que inibe o desenvolvimento

de uma resposta imunoldgica do tipo Thl (Noverr et al., 2001).

Em seu estudo da modulacao imunitaria promovida pela presenca de Lacl, Qiu et
al., 2012 demonstrou que a Lac 1 polariza uma resposta Th2 no pulméo, levando a uma
maior expressao de IL-17 e INF -y. Esta polarizacao faz que haja uma maior disseminacao
para o SNC, visto que camundongos infectados com fungos sem Lac 1 tiveram uma mi-

gracdo para o cérebro 2-3 vezes menor do que os que foram infectados com fungo nativo.

A Lac 1 de C. neoformans € uma enzima chave na viruléncia do patégeno, nao s
por participar da via de sintese da melanina, mas por fazer parte em diversos mecanismos
de sobrevivéncia fingica, mesmo que ainda seja necessario elucidar alguns aspectos,

como o0 mecanismo da permanéncia do fungo no liquor e sua interacdo uma vez no SNC.



1.5. Lacase

Lacases, p-difenol:dioxigénio oxirredutase (EC 1.10.3.2), sdo fenol-oxidases com
multiplos &tomos de cobre como grupos prostéticos. Elas sdo versateis pela sua capaci-
dade de catalisar a oxidacdo de diversos compostos fenolicos, e ndo-fendlicos, como lig-
nina, polifendis e aminas aromaticas, reduzindo os oxigénios desses compostos em agua
(Kim, et al., 2001, Upadhyay, et al., 2016).

Essas enzimas sdo encontradas amplamente em diversos grupos de organismos,
como plantas, bactérias e fungos. Entre as espécies fungicas (figura 5) podemos dizer que
os basidiomicetos produzem diversas formas de lacases. Elas estdo envolvidas em espo-
rulacdo, producdo de pigmentos, defesa contra estresses ambientais, degradacdo de lig-
nina e relacdo hospedeiro-patdgeno (Alcalde, 2007, Thurston, 1994). As lacases sdo alvo
de diversas pesquisas, principalmente para biorremediacdo devido a sua versatilidade de

catalisar grandes cadeias de hidrocarbonetos (figura 5) (Arregui, et al., 2019).

v

‘. ‘S

Polyaromat Endocrine

hydrocarbons disruptors

Figura 5. Arvore filogenética de fungos que expressam alguma forma de lacase e sua aplicagio em biorremediagéo.
Os alinhamentos e relagdes filogenéticas foram feitas utilizando MEGA X suite. ADAPTADO Arregui, et al., 2019.

Constatou-se que as lacases produzidas por Talaromyces marneffei podem desem-
penhar um papel na viruléncia do fungo em infec¢des em pacientes com AIDS (Sapmak,
et al., 2015, Sapmak, et al., 2016, Williamson, 2016). Mutantes com delec¢des simples,
duplas, triplas e quadruplas dos genes que codificam as lacases lacA, lacB, lacC e pbrB
foram feitas e apenas o mutante quadruplo mostrou sensibilidade aumentada aos agentes

antifangicos e vulnerabilidade a fagocitose e morte pela linhagem celular de monadcitos



THP-1 (Sapmak, et al., 2016, Williamson, 2016). Estes resultados sugerem que a lacase
do T. marneffei promove a resisténcia desse patdgeno as defesas imunes do hospedeiro
(Sapmak, et al., 2015).

J& na industria, uma das principais aplicacdes das lacases é na remogéo de polu-
entes contaminantes ne gua, dentre eles estdo presentes componentes fenolicos, tinturas,
disruptores enddcrinos, hidrocarbonetos aromaticos, antibioticos, Anti-inflamatorios ndo
esteroidais (NSAIDs) e pesticidas (tabela 1).

Tabela 1. Aplicagdo e mecanismos de lacases fungicas no processo de biorremediag¢do de poluentes. ADAPTADO Ar-

regui, et al., 2019.

Fonte de Lacase Aplicacao Funcao (aplicacao) Principais mecanis- Referéncia
mos envolvidos (em
pesquisa)

Pycnoporus san- |Degradacao de Remocao de 17- A lacase é capaz de | [49]

guineus CCT- compostos alpha-ethynilestra- | formar dimeros do

4518 farmacéuticos diol (EE2) EE2 por polimeriza-
cao

Pycnoporus san- |Degradacao de Degradacdo de es- | Hidroxilagdo dos es- | [56]

guineus compostos trogénios trogénios

farmacéuticos
Trametes versi- |Degradacdo de Degradacdo de Nao reportado [50]
color compostos PhAC: diclofenac,
Farmacéuticos trimethoprim, car-
bamazepine, and
sulfamethoxazole
Nao reportado [52]
Degradacdo de
Chlortetracycline
(CTO) Acoplamento [43]
Degradacao de oxidativo de radicais
compostos Oxidacdo de fenol | fenoxi como
Farmacéuticos (in vitro) principal via de
conversdo de fenol
[57]

Descoloracao de
corantes
sintéticos

Biodegradacdo de
corantes triphenyl-
methane

Oxidacao do car-
bono metilico da
estrutura do co-
rante, proporcio-
nando produtos es-
taveis


https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR49
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR56
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR50
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR52
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR43
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR57

Fonte de Lacase

Trametes hirsuta

Pycnoporus san-
guineus

Pleurotus ostrea-
tus

Anthracophyllum
discolor

Trametes pubes-
cens

Neosartorya fis-
cheri

Aplicacao

Degradacao de
compostos
farmacéuticos

Degradacao de
compostos
Farmacéuticos

Plasticos, compos-
tos de

herbicida e de pro-
dutos de

higiene pessoal

Degradacao de
compostos
farmacéuticos

Plasticos, compos-
tos de herbicida e
de produtos de hi-
giene pessoal

Plasticos, compos-
tos de herbicida e
de produtos de hi-
giene pessoal

Plasticos, compos-
tos de herbicida e
de produtos de hi-
giene pessoal

Funcao (aplicacao)

Degradacdo de
chloramphenicol
(CAP)

Degradacdo de
produtos quimicos
desreguladores
endocrinos (EDCs):
nonylphenol and
triclosan (a bio-
cida)

Degradagao do

disruptor endé-
crino emergente
(bisphenol A)

Degradacao da ci-
profloxacin (CIP)

Degradacao de hi-
drocarbonetos
aromaticos polici-
clicos (PAH)

Biodegradacdo de
uma mistura de 2-
chlorophenol (CP),
2,4-dichlorophe-
nol (DCP), 2,4,6-
trichlorophenol
(TCP), pentachlo-
rophenol (PCP)

Metabolizacéo e
mineralizagdo de
asfaltenos (fracao
recalcitrante de
petréleo)

Principais mecanis-
mos envolvidos (em
pesquisa)

Desalogenacédo e
oxidacdo do CAP
pela lacase para for-
mar aldeido de clo-
ranfenicol

Oxidacdo impulsio-
nada por enzimas

Provavelmente a
degradacao na for-
macao terminal da
4-isopropenylphe-
nol

Nao reportado

Produtos de degra-
dacdo: anthraqui-
none, phthalic acid,
4-hydroxy-9-fluore-
none, 9-fluorenone
and 4,5-di-
hydropyrene

Nao reportado

Geracdo de meta-
bolitos oxidados,
como:
hydroxypyrenedione
and

Referéncia

(53]

[41]

[42]

[52]

[39]

[44]

[40]


https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR53
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR41
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR42
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR52
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR39
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR44
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR40

Fonte de Lacase Aplicacao Funcao (aplicacao) Principais mecanis- Referéncia
mos envolvidos (em
pesquisa)
hydroxyphenylacetic
acid

Coriolopsis ri- Plasticos, compos- | Desintoxicacdo da | Oxidacdo de fendis | [208]
gida tos de herbicida e | fragdo sollivel em | livres, resultando na
de produtos de hi- | d&gua de “alpeo- formacao de radi-
giene pessoal rujo” (WSFA) cais, levando a poli-
merizacao e a de-
sintoxicacao
Trametes villosa |Plasticos, compos- | Bisphenol A (BPA) | O BPA foi metaboli- | [54]
tos de herbicida e | degradation zado em dois com-
de produtos de hi- postos: um de alto
giene pessoal peso molecular de-
vido a condensagao
oxidativa e outro
identificado como
4-isopro-penylphe-
nol

Pleurotus ostrea- Poluentes a base | Corantes descolo- | Ndo mencionado, [46]

tus de corantes rantes utilizados contudo, resultados

na industria téxtil | de fitotoxicidade
mostraram que o
processo ndo gerou
produtos téxicos
detectaveis

Ganoderma luci- Poluentes a base | Descoloracdo de Nao reportado [47]

dum de corantes xanthene, azo and

triarylmethane
dyes

Oudemansiella  |Poluentes a base | Descoloracdo de A lacase atua nao [48]

canarii de corantes congo red apenas no grupo
croméforo do co-
rante, mas também
cliva diferentes liga-
¢Oes covalentes,
causando uma frag-
mentacao efetiva da
molécula

Trametes trogii  |Poluentes a base | Descoloracdo de Oxidagao direta de | [58]

de corantes

corantes sintéticos

certos corantes e/ou
pelo sistema media-
dor de lacase



https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR208
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR54
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR46
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR47
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR48
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1248-0#ref-CR58

A expressdo heterdloga de diversas lacases fungicas ja foi reportada em sistemas
de expressdo como E. coli, Komagataella phaffii e Yarrowia lipolytica para aumento da
proteina obtida e 0 seu uso para potencial aplicacbes em biorremediacéo (Colao, et al.,
2006, Madzak, et al., 2005). Leveduras e fungos filamentosos possuem um maior atrativo
para producdo heterologa devido a seu crescimento rapido, edicdo genética facilitada,
produtividade alta e habilidade de performar modificacfes pos-traducionais (Rivera-Ho-
yos et al., 2013) como explanado no tdpico Proteina Recombinante e Komagataella phaf-

fii dessa introducao.

1.6. Tratamentos

Os antifungicos sdo a principal classe de medicamentos usados no tratamento da
criptococose. Os mais comumente utilizados incluem o fluconazol, a anfotericina B e a
flucitosina (Alan, et al., 1987, Marra & Camargo, 2002. O tratamento com antifingicos
geralmente duram varias semanas e pode ser prolongado em casos graves ou em pacientes
com sistemas imunolégicos comprometidos. O tratamento com antifungicos deve ser mo-

nitorado cuidadosamente, pois pode ser tdxico para o figado e outros 6rgéos.

A anfotericina B € frequentemente utilizada como tratamento de primeira linha
para pacientes com criptococose grave, especialmente aqueles com comprometimento do
sistema nervoso central (Alan, et al., 1987). Ja o fluconazol € um antifingico oral que é
frequentemente utilizado como tratamento de primeira linha para pacientes com cripto-
cocose menos grave. O fluconazol é menos toxico do que a anfotericina B, mas € menos

eficaz em casos mais graves (Marra & Camargo, 2002).

O tratamento da criptococose pode ser desafiador, especialmente em pacientes
com sistemas imunoldgicos comprometidos. O uso de antifingicos pode ser limitado pela
toxicidade e resisténcia aos medicamentos, como demostrado no estudo feito por Vieira
Junior, 2015 (mestrado fiocruz — medicina tropical) onde foi observado perda visual, al-

teracdo cognitiva e convulsdes frequentes pds-tratamento.

Tratamentos alternativos aos protocolados para infec¢des fangicas tém sido estu-
dados. Khan, et al., 2021 e Azam, et al., 2022, demostram que em in silico e in vitro o

composto fenolico acido elagico (EA) aumentou a taxa de sobrevivéncia em 70% dos



camundongos infectados com C. neoformans em comparacdo a 20% de sobrevivéncia
quando tratados com fluconazol. Nesses mesmos estudos viu-se que 0 composto inibe a
acdo da lacase, mais uma vez ressaltando a importancia desta enzima para viruléncia fun-

gica.

Outra forma é a utilizacdo de peptideos microbianos para o combate a infeccéo.
Peptideos sintéticos, como Mo-CBP3-Pepll, RcAlb-Pepll, RcAlb-Peplll, PepGAT, que
degradam a membrana celular, estdo sendo estudados devido ao seu potencial de inibigcdo
de crescimento fangico para serem utilizados como em conjunto com terapias ja existen-

tes de combate a infecgdo fungica (Aguiar, et al., 2022).

Como falado no topico do SNC, a BHE é muito seletiva para passagem de subs-
tancias através dela, de modo que nem todos os compostos estudados possuem a capaci-
dade de atingir de forma farmacologicamente relevante o sitio da meningoencefalite. Uma
das estratégias para a ultrapassagem da barreira seria por meio de terapias feitas com
anticorpos monoclonais (mAb). mAbs contra B-glicana e melanina, foram alvo de estu-
dos. B-emitter, um mADb aplicado em camundongos, reduziu a carga de fungo no pulméo

e cérebro sem toxicidade aparente (Antachopoulos & Walsh, 2011).

Tratamentos alternativos, como a utilizacao de peptideos e mAbs, sdo opcdes para
que os tratamentos antifungicos possam ter mais eficiéncia, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. E que a utilizacdo deles, em conjunto com ja existentes, possam

causar menos toxicidade e prolongar a vida desses pacientes infectados.

1.7. Proteina Recombinante e Komagataella phaffii

A levedura Komagataella phaffii, anteriormente era conhecida como Pichia pasto-
ris, recebeu sua primeira descricdo como Zygosaccharomyces pastoris pelo citologista e
micologista francés Alexandre Guilliermond (Guilliermond, 1920). Em 1995, ocorreu a
reclassificacdo da levedura como Komagataella (Yamada, et al., 1995). Posteriormente,
em 2009, apds o sequenciamento e anotacdo do genoma, a espécie foi dividida em duas:
K. pastoris (linhagens derivadas de CBS 704) e K. phaffii (linhagens derivadas de CBS
7435) (Kurtzman, 2009; Pefia, et al., 2018b).

GS115 e a X-33 sdo as linhagens mais utilizadas de K. phaffii para fins biotecnol6-
gicos. A GS115 e uma cepa auxotréfica para histidina enquanto a X-33 € prototréfica, ou



seja, é capaz de sintetizar todos 0s aminoacidos e outras substancias necessarias para seu

crescimento (Cregg & Cereghino, 2000).

K. phaffii possui uma capacidade distinta de crescer em metanol como Unica fonte
de carbono (metilotrofia) para a formacéo de biomassa e sintese de produtos. Ela se tor-
nou atraente para producao industrial de proteinas recombinantes e o sistema de expressao

por causa dessa, entre outras, caracteristicas vantajosas para expressao de proteinas.

A K. phaffii e facilmente cultivavel devido ao fato de ser um organismo unicelular.
Além disso, ela possui protocolos padronizados, secreta proteinas recombinantes com
baixa concentracdo de proteinas enddgenas, ndo precisa de suplementacdo de vitaminas
complexas e gera altas concentracdes de biomassa (Cregg & Cereghino, 2000). Em com-
paracao com sistemas de expressdo que utilizam cultura de células animais, a K. phaffii €

mais econémica (Kang, et al., 2017).

A utilizacdo de promotores induzidos por metanol é comumente utilizada para ex-
pressdo génica e manipulagdo em K. phaffii. O promotor AOX1 controla a expressdo de
genes na presenca desta fonte de carbono (Cregg & Cereghino, 2000). A expresséo de
proteina recombinante por meio deste promotor acontece apds uma fase de crescimento
celular utilizando outras fontes de carbono. Ap6s o acumulo de biomassa, ha a troca da

fonte de carbono e a expressao da proteina desejada.

Observa-se que a estratégia de inducdo pelo promotor AOX1 é amplamente utilizada
na producdo heterdloga, a fim de evitar a competicao entre a formacédo de biomassa e a
producdo da proteina heter6loga desejada. No entanto, hd algumas desvantagens no uso
deste promotor, como a dificuldade de monitorar as concentra¢des de metanol durante o
cultivo em biorreator (Macauley-Patrick et al., 2005).

Portanto, hoje, um sistema heterdlogo de expressdo comumente utilizado € a K.
phaffii e ela demonstra muitas vantagens para producdo de proteina recombinante, além
de possuir status GRAS que a confere carta verde para uso em industrias de alimentos e

medicamentos (Ciofalo et al. 2006).

1.8. Processos fermentativos de producéo

Existem duas classificagBes basicas para os processos fermentativos, que levam em

conta a quantidade de &gua presente no meio de cultivo. Um tipo é chamado de



fermentacdo em estado solido (FES), que se caracteriza pela auséncia de agua livre no
meio, enquanto 0 outro é o processo submerso, em que ha a presenca de agua livre no
meio (Cannel & Moo-Young, 1980).

O processo submerso é a modalidade de processo fermentativo com o maior nimero
de aplicacdes industriais. A fermentacdo acontece como consequéncia da liberacdo do
dioxido de carbono ou etanol durante o catabolismo anaerdbico de carboidratos presentes
nos extratos fermentativos e meios de culturas. O metabolismo de agucares compreende
no aumento de biomassa via crescimento celular, sendo ela na presenca ou na auséncia

de oxigénio no meio.

Existem trés tipos basicos de operacdo em biorreatores para que uma fermentacéao

possa ocorrer: descontinuo, semi-continuo e continuo. (Figura 5).
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Figura 6. Esquema dos modos de operagdo de fermentagédo. (A) Descontinuo; (B)Semi continuo; (C) Continuo. Sendo
X a quantidade de biomassa no reator, S o substrato inicial, e V o volume do meio de cultura. (ADAPTADO Bolomanis,
etal, 2023

O modo descontinuo, conhecido como batelada, é 0 modo operacional mais sim-
ples. Nele, é possivel entender melhor sobre cinética de crescimento, como consumo de
substrato, formacéo de produto, acidificagdo ou ndo do meio de cultivo (Schimidell et al.,

2001). Durante o processo fermentativo ndo séo adicionados outros substratos, vitaminas



e outras substancias que ndo sejam para manutencao do pH e oxigenacgdo. (Weusthuis et
al., 1994)

O modo semi-continuo, conhecido como batelada alimentada, € um modo utilizado
onde o tempo de fermentacéo é estendido, ha adi¢do de substrato e a geracao de produtos
de secundarios de forma continua, com o objetivo de manter a suplementacédo basal para
a sobrevivéncia do microrganismo e a indugdo da substancia necessaria e consequente-
mente, tenham uma maior produtividade (Garcia-Ortega et al., 2019). Nesse, o fluxo de
entrada de substrato ocorre em multiplos momentos e isso faz que seja possivel o alcance
de maiores densidades de biomassa e ndo haja repressdo da geracao de produto por meio
da falta de substrato (Schmidell et al., 2001).

J& 0 modo continuo ocorre quando h& entrada de substrato e saida constante de
biomassa e produto do reator. Esse tipo de fermentacdo € mais indicado quando a geracao
do produto esta atrelada com o crescimento celular, pois nesse modo, ha uma prolongacgéo
da fase estacionéria de crescimento de biomassa e, consequentemente, de geracéo de pro-
duto (Schmidell et al., 2001).



2. JUSTIFICATIVA

A maior taxa de incidéncia e de mortalidade da criptococose é nos paises da Africa
subsaariana, onde vive a maioria dos portadores do HIV (Park, et al., 2009), mas a doenca
também pde em risco pacientes com regime de imunossupressdo iatrogénica, tais como
transplantados e portadores de cancer em regime quimioterapico, e esses respondem por
parte significativa dos casos no mundo desenvolvido (Pfaller & Diekema, 2010). Um
melhor entendimento da doenca pode permitir a descoberta de terapias mais eficazes para
proposicgéo de tratamentos alternativos, como anticorpos monoclonais capazes de inativar

0 sitio catalitico da Lac 1.

Baseado na hipotese que a Lac 1 tem um papel na sobrevivéncia do fungo no SNC
(Sabiiti, et al., 2014) além do seu papel na melanizacdo, este estudo visa produzir Lac 1
recombinante de C. neoformans em alta escala com selecédo e otimizacdo da producao da
enzima, com isso sera possivel sua utilizacdo na geragdo de anticorpos monoclonais que
bloqueiem o sitio catalitico da enzima no LCR, e que possam ter utilidade terapéutica em

tratamentos ou no entendimento do papel da Lac 1 in situ.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Producdo em alta escala de lacase 1 recombinante de C. neoformans em K. phaf-
fii.
3.2. Objetivos Especificos
e Producédo em frasco da lacase 1 de C. neoformans, com otimizacao de parametros

de producéo;

e Aumento de escala da producéo passando de volumes de frascos para volumes em

fermentadores, com otimizacdo de parametros de producao e cultivo;

e Purificacdo da proteina recombinante por meio cromatografia liquida rapida de

proteinas;



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Transformacdo de P. pastoris com o gene Lacase 1 (LACL;
CNAG_03465) de C. neoformans

Para a transformacéo da K. phaffii com o gene da Lacl foi sintetizado um plasmi-
deo de transformacgéo pPICLAC1- HH (Figura 6), em que, ao gene LAC1 de C. neofor-
mans da cepa H99, adicionaram-se sequéncias codantes de poli-histidina as porcbes C- e
N-terminal da Lacl, com o objetivo de purificar a proteina. Também foi inserida uma
sequéncia chamada fator alfa que sinaliza a secre¢do da proteina para o sobrenadante
(AntoSova & Sychrova, 2016).

CnLACL-HI

pPICLac1-HH
5422bp

Figura 7. Esquema do plasmideo pPICZcom o gene LAC1 de C. neoformans. Insercéo da sequéncia genética de poli-
histidina para que a proteina tenha a cauda na extremidade N terminal e C terminal. Sequéncia do fator alfa para a
secregdo da enzima para o sobrenadante.

O plasmideo foi amplificado em Escherichia coli, cepa XL10-GOLD. A transfor-
macao em E. coli foi feita por choque térmico a 42 °C por 1 minuto e o crescimento dos
transformantes foi feito em meio agar Luria-Bertani com a adicdo de zeocina (LB - 1%
extrato de levedura; 0,5% NaCl; 1% peptona bacterioldgica; 1,8% agar; 0,1 pg/mL zeo-
cina) com crescimento overnight a 37 °C. Uma coldnia transformante foi selecionada e
crescida em caldo Terrific Broth Base (TB — Thermo Fisher Scientific) no shaker 37 °C

em 200 rpm por 16 horas.



Para a mini-prep foi utilizado o Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Heal-
thcare), com o final de 15,7 ng/pl de DNA plasmidial, conforme quantificacdo espectro-
fotométrica. A linearizagdo foi feita pela digestdo do plasmideo pela enzima de restri¢ao
Pmel overnight a 37 °C.

A eletroporacéo do pPIC-LACLI linearizado para transformacéo de K. phaffii, cepa
X-33, foi feita com um campo de 7500 V/cm em 10 ms (1500 V, 400 Q, 25 pF). Apds
este processo plaquearam-se os transformantes em varias concentragdes em &gar Yeast-
Peptone-Dextrose suplementado por zeocina (YPD - 1% extrato de levedura, 2% dex-

trose, 2% peptona, 2% agar, 0,1 pug/mL zeocina) e incubado por 72 horas a 30 °C.

4.2. Selecdo de recombinantes

Fez-se a inducéo da expressdo e um ensaio enzimatico em placa deep-well de 96
pocos, em trés etapas. Na primeira etapa, fez-se um pré-indculo de cada coldnia transfor-
mada em 1 mL de YPD, seguido de crescimento de 24 horas a 30 °C e 200 rpm. Na
segunda etapa, as células foram ressuspensas em meio Bufered minimal medium (BMM
— 100 mM de tampéo fosfato de potéssio pH 6.0, 1,34% YNB, 4x10-5 % biotina, 0,5%
metanol, e foi adicionado 0,3 mM de sulfato de cobre clprico), o crescimento foi feito
por 72 horas a 30 °C e 200 rpm, com suplementacdo de 0,5% de metanol em 24 em 24
horas. Apds o processo de inducdo, na terceira etapa, foi feito um teste enzimatico com
L-DOPA, um substrato de lacases. Um controle negativo foi sobrenadante de X-33 ndo
transformada cultivada nas mesmas condicgdes, e um controle positivo, sobrenadante do
C. neoformans, cepa H99. A concentracdo final de L-DOPA foi de 1 mM. A partir desse

momento o in6culo que era feito em 5 mL passou a ser feito em 100 mL.

4.3. Producéo em frasco e otimizagdo dos parametros

Para producdo, comegou-se por um pré-indculo em meio Buffered Glycerol-com-
plex Medium (BMGY — 1% extrato de levedura, 2% peptona, 100 mM tampéo fosfato de
potassio, 1,34% Biotina, 1% glicerol, 4x107° % biotina) a 30 °C e 200 rpm até sua densi-
dade optica (OD) a 600 nm atingir 5,0. Apos a normalizacdo de densidade celular, o ino-
culo foi feito em BMM suplementado com cobre e incubado por 24 horas, 48 horas, 72
horas a 30 °C e 200 rpm. O teste enzimatico foi feito com ABTS 1 mM com leitura de
absorbancia a 419 nm. O ABTS ¢ sal derivado do &cido azinobenzenossulfénico e é co-

nhecido por sua capacidade de formar um radical cationico estavel quando oxidado, ao



adicionar a lac 1 em um meio com ABTS ha uma oxidacdo produzindo um cromaéforo

azul capaz de ser lido na absorbéncia de 419 nm pelo espectrofotometro.

Ap0s a producdo, o processo de concentracdo das amostras foi feito atraves de 3
metodologias diferentes. Uma, por filtracdo em gel, com o poro de 10 kDa. Outra, pelo
sistema de filtragdo tangéncial da Amicon®, em uma membrana de 30 kDa. Por ultimo,

filtracdo por centrifugacéo, pelo sistema Amicon®, com o poro de 3k.

Para a otimizacdo de parametros foram feitos os testes de tempo ideal de inducéo
e sensibilidade enzimatica a variacdo de pH. Para o primeiro teste foram feitas culturas
em diferentes tempos de 24 a 72 horas. Para a realizacdo desse teste a cultura foi feita

com os pardmetros elucidados no primeiro paragrafo deste topico nos diferentes tempos.

Para o teste de sensibilidade enzimaética a variacdo de pH foi feita alteracdo do pH
do sobrenadante pos-producdo com variacdo de pH entre 5,1 até 7,4, com medicdo da

atividade enzimatica pelo protocolo de ABTS descrito no primeiro paragrafo deste topico.

4.4. Aumento de escala de producéo e otimizacéo de parametros

O aumento de escala foi realizado utilizando biorreatores de modelo do tipo tan-
que agitado e aerado, TEC-BIO-FLO/CelliGen 115 New-Brunswick (Figura 7). Ao reator
foram adicionados o medidor de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, agitacdo, anties-
pumante, bomba de alimentacao de metanol puro e bomba de solucdo basica de hidréxido
de pétassio (KOH) 3M. O volume total do biorreator € de 2,0 L, com o volume atil de 1,5
L.

Todos os experimentos em biorreator foram conduzidos a 30 °C, com cascata de
agitacdo entre 400-900 rpm, uma concentragdo minima de oxigénio dissolvido de 30% e
com o pH médio de 5,0. As fermentacges tiveram duracéo entre 72-92 horas.



Figura 8. Birreator TEC-BIO-FLO/CelliGen 115 New-Brunswick. Utilizado para os experimentos de batelada e bate-
lada alimentada, nas dependéncias da Universidade Catdlica de Brasilia

Ap0s o cultivo, o caldo fermentado foi centrifugado por 5 minutos a5.000x g e o
sobrenadante recuperado. Apos a centrifugacédo, o sobrenadante foi filtrado a vacuo com

membrana de porosidade 0,25 puM.

4.4.1. Meio UAB

Para cultivo e expressdo no biorreator, foi preparado meio definido UAB, descrito
por Melo, et al., 2018. A composicdo do meio base € acido citrico (CeHgO7) a 9,4 mM;
cloreto de célcio diidratado (CaCl, - 2H>0) a 136 puM; fosfato de amoénio dibasico
((NH4)2HPOQO4) a 93,8 mM; sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQOas - 7H20) a 2 mM;
e cloreto de potassio (KCI) a 12 mM. A esta base ja estéril adicionam-se 4,35 mL/L da
solucdo estoque de compostos designados como PTM1.: sulfato clprico penta-hidratado
(CuSOs - 5H20) a 24 mM; iodeto de sédio (Nal) a 534 uM; sulfato de manganés monoi-
dratado (MnSOs4 - H20) a 17,7 mM; molibdato de sodio diidratado (Na2MoOs - 2H20) a
826 uM; acido borico (H3BO3) a 323 uM:; cloreto de cobalto (CoCl2) a 3,9 mM; cloreto
de zinco (ZnCly) a 147 mM; sulfato férrico hepta-hidratado (FeSO4 - 7H20) a 234 mM e
acido sulfurico (H2S04) a 92 mM e biotina a 819 nM. Para dissolugdo completa dos com-
postos e ajuste da acidez do meio, o pH foi ajustado para 5,0 com HCI a 25%.



Para o pré-inoculo foi utilizados 100 mL, de meio UAB com 20g/L de glicerol até
atingir OD600= 1,0. Para aplicacdo no biorreator, o pré-inoculo foi centrifugado a 5.000

X g por 1 minuto e ressuspenso em 1 mL de meio UAB.

Para o cultivo e expressdo, foi utilizado o meio UAB com 20 g/L de glicerol para
cultivo de biomassa, e ap6s o consumo do glicerol foi adicionado ao meio 1% de metanol

puro de 24 em 24 horas para induzir a expresséo da Lacl.

4.4.2. Meios BMGY e BMM

Para a segunda parte do cultivo em biorreator utilizaram-se os meios BMGY e
BMM descritos anteriormente. O pré-indculo foi em 100 mL de BMGY, com a modifi-
cacdo da concentracdo de glicerol para 40 g/L. Seu cultivo foi feito a 30 °C, 200 rpm até
atingir a OD600= 1,0. Para aplicacdo no biorreator, o pré-inoculo foi centrifugado a 5.000

X g por 1 minuto e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de meio BMGY.

Ja para o cultivo de biomassa e expressdo da proteina, utilizou-se 1,5 L do meio
BMM com 20 g/L de glicerol e sem a adi¢do de metanol de forma inicial. Para expressao
da enzima, tentamos dois tipos de alimentacdo com metanol: pontual, com adicao de 1%
de metanol a cada 24 horas; e continua, em que durante as primeiras 24 horas o reator era
alimentado com 2,5 mL/L (1% de metanol por hora) e depois, com 4,28 mL/L (2% de

metanol por hora).

4.5. Presencga e purificacdo enzimética

Para o processo de purificacdo enzimatica foram realizadas cromatografias de afi-

nidade e cromatografia de troca ionica.

4.5.1. Cromatografia de afinidade

Para primeira tentativa de purificacdo foi utilizado a Fast Protein Liquid Chroma-
tography (FPLC) da GE AKTA Pure (GE Healthcare) por afinidade com eluicdo com

gradiente de imidazol usando colunas de niquel e de cobre.

O sobrenadante da inducdo enzimatica por 48 horas foi filtrado e desgaseificado
antes da aplicagcdo da amostra. A eluicdo comegou um 0 mM de imidazol com o final de
550 mM de imidazol no tampé&o de 1,0 M de NaOH.



Ja a segunda foi feita por afinidade com elui¢do por imidazol por coluna gravita-
cional de niquel. Dado o limite de capacidade volumétrica da coluna, concentramos a
amostra 10 vezes pelo sistema concentrador Amicon®, em uma membrana de 30 kDa.
Para a cromatografia, induziu-se a ionizacao dos residuos de histidina da proteina com a
elevacdo do pH do sobrenadante para 7,4. A amostra foi filtrada e aplicada na coluna,

sendo eluida com a concentra¢do de 500 mM de imidazol no tampdo de 1 M de NaOH

4.5.2. Cromatografia de troca ibnica

Para a purificagdo da enzima fez-se cromatografia de troca idnica na modalidade
de Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) num aparelho GE AKTA Pure (GE Heal-
thcare) usando uma coluna DEAE-Sepharose Fast Flow equilibrada com 20 mM de tam-
pdo fosfato de sddio (pH 5,5). As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao com um
gradiente de concentragdo de NaCl (0-1M) & 1,5 ml por min-1.

A purificacdo foi feita pela estratégia de purificacdo da Lac 1 segundo Guo (2008),
onde se aplica 2 tipos de purificacdo, sendo o primeiro por troca ionica e o segundo por

exclusdo molecular.

Foi utilizado o gel SDS-PAGE com a concentracéo de 8%, no sistema Mini-PRO-

TEAN® TGX™ Gels, para verificar a presenca e pureza da proteina.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A enzima lacase 1 de C. neoformans pertence a classe das oxidorredutases, per-
mitindo-lhe catalisar substancias como a L-DOPA, encontrada no liquor do sistema ner-
voso central. Utilizamos este substrato para verificar a presenca da produgdo da enzima
nos organismos transformados de K. phaffii. Uma linhagem, denominada H6, foi seleci-
onada para continuacdo das investigacOes e serd empregada em todos 0s experimentos

subsequentes.

Para determinar o intervalo ideal de producdo enzimatica durante a exposi¢do ao
indutor, realizamos culturas em diferentes periodos: 24 horas, 48 horas e 72 horas. Se-
guindo a sugestdao de AntoSova & Sychrova (2016), que indicaram 72 horas como um dos
momentos mais propicios para uma produtividade enzimética otimizada, buscamos de-
terminar o melhor momento para a producgéo da enzima Lac 1. Contudo, constatamos que
a producao da enzima dentro das 72 horas ndo demonstrou diferencas estatisticamente
significativas em comparagdo com o0s outros periodos analisados (p>0,05). Isso sugere
que, no contexto desta producao, a escolha do periodo de indugéo ndo exerceu influéncia

na quantidade produzida (Figura 9).

Esta observacao pode ser atribuida ao fato de que o meio utilizado para induzir a
producédo enzimatica ndo contém fontes de glicose para sustentar o crescimento microbi-
ano. Consequentemente, 0s nutrientes estavam disponiveis apenas para a expressao enzi-
matica e para a sobrevivéncia celular basica, o que, com o passar do tempo, resultou em

morte celular.

Absobancia 419nm

24 horas
48 horas
72 horas

Tempo de inducdo Lacase 1

Figura 9. Absorbéncia de 419 nm de ABTS em sobrenadante da transformante H6 com indugéo de Lacase 1 em
diferentes tempos. Os experimentos foram realizados nos tempos de indugcdo 24 horas, 48 horas e 72 horas. Os



experimentos foram repetidos em dias diferentes (k=3; n=9) e induzidos em 100 mL e utilizado 200 ulL para o teste

com ABTS na concentragdo de 1 mM. O ensaio foi submetido a um teste de ANOVA conferindo o nivel de significancia

entre os testes, p = 0,6861 e F= 0,4015, concluindo a diferen¢a ndo significativa entre os testes. n.s representa ndo
significativo.

O processo de clonagem utilizado para a construcdo do plasmideo pPICLacl-

HH resultou na insercdo de sequéncias de residuos de poli-histidina tanto nas por¢oes

C- quanto N-terminais da proteina Lac 1. Esse acréscimo foi incorporado para facilitar

a purificacdo da proteina por meio de cromatografia de afinidade e visto que houve

uma tentativa ndo sucedida pelo pesquisador Peter Williamson de purificar a proteina

com adicao na porc¢édo c-terminar (comunicacao pessoal). A cauda de histidina adici-

onada a proteina exibe afinidade com residuos aniénicos presentes em colunas de cro-

matografia, tais como as colunas de niquel e cobalto.

No contexto da cromatografia de proteinas, o cobalto € um metal empregado
para a purificacdo de proteinas que contenham residuos com carga positiva em sua
estrutura. Por meio de cromatografia liquida de alta performance (FPLC), utilizando
0 cobalto como agente de afinidade, conduzimos o teste de purificacdo da enzima Lac
1. Observou-se que a proteina apresentou uma afinidade relativamente baixa com a
coluna (Tabela 2), pois o eluente (fracdo passada) e a primeira fracdo coletada apre-
sentaram 0s maiores valores de absorbancia. Vale notar que, nesse teste, o tampéo de
lavagem da coluna continha 20 mM de imidazol. A partir desses resultados, pode-se
supor gue a interacdo entre a enzima e a coluna foi fraca, visto que as fracdes de
eluente e a primeira fracdo de coleta exibiram valores de absorbancia mais elevados
em comparagdo com as demais fracdes. Esses valores chegaram quase ao patamar do
controle positivo, que consistia no sobrenadante ndo passado pela cromatografia.



Tabela 2. Absorbéncia a 419 nm do teste enzimdtico com ABTS em sobrenadante de H6 apds a passagem pelo
FPLC por coluna de cobalto com elui¢do por imidazol (0-500mM).

Absorbancia 419 nm Absorbancia 419 nm

Fracées Fracées

(ABTS) (ABTS)
Passado 0,182 12 0,068

1 0,129 13 0,085
2 0,068 14 0,083
3 0,063 15 0,083
4 0,061 16 0,061
5 0,065 17 0,064
6 0,069 18 0,092
7 0,062 19 0,065
8 0,069 20 0,065
9 0,065 21 0,062
10 0,071 22 0,066
1 0,072 C+ 0,355

Um dos metais mais comuns em cromatografia de afinidade por His-tag é o
niquel. Por isso, a cromatografia por FPLC foi feita com coluna de niquel, tentando
outro componente de afinidade, o tampédo de lavagem ndo continha o solvente e a

eluicdo comecou de 0 mM de imidazol até 500 mM.

Pelo resultado da absorbancia do teste enzimatico, percebemos que atividade
enzimatica ainda aparecia na fracdo passada pela coluna e, além disso, houve uma
atividade enzimatica na fracdo 18 (Tabela 2). Contudo, a concentracdo de imidazol
na fracdo referida era de 442 mM, o que indicaria uma forte interacdo com a coluna,
contudo ndo justificaria a quantidade de atividade encontrada na solucéo passada pela
coluna sem nenhuma eluicdo ou concentracdo de imidazol presente. Por causa destes
resultados, 0 método de purificacdo da enzima passou a ser por coluna gravitacional

de cobre, mas sem um gradiente de eluicéo.

Atraveés da anélise dos resultados de absorbancia obtidos no teste enzimatico,
observamos que ainda havia atividade enzimatica na fracdo que passou através da
coluna sem gradiente de eluig&o (Tabela 2). Adicionalmente, identificamos atividade
enzimatica na fracdo 18 (Tabela 3). Entretanto, & importante ressaltar que a concen-
tracdo de imidazol na fragcdo em questdo era de 442 mM. Embora essa concentragdo
sugira uma interacdo forte com a coluna, ela ndo justificaria a quantidade de atividade
enzimatica detectada na solugdo que passou pela coluna, especialmente considerando
a auséncia de eluicdo ou concentracdo de imidazol nessa fragdo. Diante desses resul-
tados, optou-se por modificar o método de purificagdo da enzima, optando pelo uso

de uma coluna de cobre com fluxo gravitacional. Importante notar que essa



abordagem ndo envolvia a implementacéo de um gradiente de eluicéo, e responderia
a hipdtese se a presenca dos sitios de His-Tags possuia afinidade para que este método
de purificacdo ser o mais adequado.

Tabela 3. Absorbdncia a 419 nm do teste enzimdtico com ABTS em sobrenadante de H6 apos a passagem pelo
FPLC por coluna de niquel com eluig¢do por imidazol (0-500mM).

Absorbancia Absorbancia

Fracoes  signm@aBTS) 995 419nm (ABTS)

Passado 0,101 12 0,07
1 0.074 13 0,062
2 0,061 14 0.069
3 0,066 15 0,082
4 0,07 16 0,057
5 0,087 17 0.055
6 0.081 18 0,157
7 0,061 19 0,056
8 0.066 20 0,06
9 0.084 21 0,059
10 0.068 22 0.055
11 0,083 C+ 0,283

Para que a purificacdo por coluna gravitacional de cobre possa ocorrer os re-
siduos ibnicos das histidinas precisam estar ionizados, ou seja, a histidina ndo pode
possuir mais os residuos cationicos e precisa estar em seu ponto de equilibrio. Para

que isso ocorra, 0 pH da solucdo contendo a enzima foi elevado de 5,1 até 7,4.

Ao se alcalinizar o meio, a atividade enzimatica foi perdida, o que néo é van-
tajoso, ja que apds a purificacdo ela sera utilizada para a producdo de anticorpos que
possam inibir seu sitio catalitico, necessitando-se da proteina ativa. Portanto, a enzima
foi submetida a alcalinizacdo seguida de re-acidificacdo (Tabela 4). Com o procedi-
mento, podemos observar que com a retorno do pH para 5,1 a atividade enzimatica é

restabelecida, podendo-se prosseguir com a purificacdo por coluna gravitacional.

A sensibilidade da atividade enzimatica em diferentes pHs ja foi vista por
Wang, et al. 2015, em que a lacase de Laccaria bicolor mostrou uma diminuigéo de
atividade ao se alcalinizar o meio, chegando a ter sua atividade 6tima entre os pHs 2,0
e 3,0 e a falta de atividade ocorrendo a partir do pH 5,5.



Tabela 4. Absorbdncia a 419 nm do teste enzimdtico com ABTS em sobrenadante de H6 com diferentes pHs.

pH Absorbancia pH Absorbancia
reajustado 419 nm (ABTS) sem reajuste 419 nm (ABTS)

7.4 0,099 C-pH 5,1 0.111

71 0,1638 C+pH 51 0,603

6,8 0,275

6.4 0,305

6,2 0,331

5.8 0,415

54 0,261

5.1 0,534

A lacase purificada por coluna gravitacional, assim como a do cobalto e niquel
no FPLC, ficou no sobrenadante passado pela coluna sem nenhum tipo de eluicdo,

concluindo-se que a enzima ndo esta interagindo com a coluna por meio da His-tag.

Essa falta de interacdo pode estar ocorrendo por diversos motivos. Existe a
possibilidade de a proteina estar escondendo as His-tags em sua conformacao nativa.
Pode, também, estar eliminando as caudas ou, no processo de modificacdes ou,
quando a proteina € transportada para fora do fungo. Além disso, a K. phaffii pode
estar glicosilando a proteina de forma a esconder ou diminuir o contato e a afinidade

das caudas presentes na enzima com a coluna.

Para validar qualquer uma das hip6teses acima seria necessario entender como
esta a estrutura da proteina apds a sua secre¢do para 0 meio de cultura. Para isso, seria
necessario aplicar métodos como Cristalografia de Raios X ou Espectroscopia de In-
fravermelho (IR), por exemplo. Contudo, Guo, et al; (2008) ja tinha executado, com

sucesso, uma estratégia de purificacdo de Lac 1 de C. neoformans.

Nesse estudo, a Lac 1 de C. neoformans foi purificada por meio de dois esta-
gios: passagem do sobrenadante por uma coluna de troca ionica seguida por uma co-

luna de filtragdo em gel.

A cromatografia de troca i6nica é baseada na interacdo de moléculas com car-
gas opostas. A matriz da coluna é carregada com ions positivos ou negativos, e as
moléculas sdo separadas com base em sua afinidade pelos ions carregados na matriz
da coluna, diferentemente da cromatografia de afinidade, que é baseada na interacdo

especifica entre uma molécula-alvo e uma ligante imobilizado na matriz da coluna. A



ligante é escolhida para se ligar seletivamente a molécula-alvo, e outras moléculas
sdo eluidas. A molécula-alvo é entdo eluida da coluna com um eluente especifico que

interrompe a interacéo ligante-alvo.

A cromatografia por troca ionica, seguida por um teste enzimatico por ABTS
(Tabela 5) demonstrou que as fracOes de 8 a 12 possuiam atividade enzimatica, indi-
cando interacdo com a coluna apesar do efluente (passado) aparecer com uma ativi-
dade residual.

Tabela 5. Absorbdncia a 419 nm do teste enzimdtico com ABTS em sobrenadante de H6 apds a passagem pela co-
luna de troca i6nica, com eluigdo de NaCl. C+ sobrenadante de H6; Passado: efluente;

.-"|.'|:u.|||:||::|r|a'i:'| 'llllf'\-':'ll.l"i.llll.'lil

Fragdes 41% nm Fraghes 419 mm

(ABTS) {ABTS)
Passado 0,.2% i0 i B
4 0,151 11 0256
5 0,05 iz 0129
[ 0,078 13 0094
7 0,085 14 0,17
8 0,298 15 0,131
C4 {nao )
g 0,619 oassadal 1.764

O protocolo delineado por Guo et al. (2008) requer a realizacdo de duas etapas
distintas. No entanto, € importante observar que no estudo original, a producdo da
enzima lacase foi realizada diretamente por C. neoformans, enquanto este € por ex-
pressao heter6loga. Nesse contexto, optamos por investigar a viabilidade de empregar
apenas a primeira etapa do protocolo para alcancar a purificacdo da enzima. Isto nos

conduziu a prosseguir com a execucao da eletroforese em gel de poliacrilamida.

Né&o houve visualizacdo de proteinas no gel mesmo ap6s concentrar o sobre-
nadante 100 vezes antes do processo de purificacdo. Para determinar a concentracao
de proteina nas amostras aplicadas no gel foi realizado o teste de Bradford, pois de
acordo com o protocolo SDS-PAGE é necessario aplicar uma amostra contendo 50 a

100 pg de proteina para um resultado eficiente.

O teste de Bradford € um teste realizado para determinar a concentracdo de
proteina de uma amostra segundo uma curva padrdo com concentra¢es conhecidas.

A amostra analisada, a mesma que foi aplicada no gel, resultou em uma concentracéo



total de proteina de 16 pg/mL, levando a conclusdo de que nao haveria proteina sufi-
ciente para que aparecessem bandas no gel. Devido a esse resultado, as estratégias
tracadas foram o aumento da escala de produgéo, de 100 mL para 500 mL e a alteracéo

no modo de producdo para inclusdo de uma etapa de concentracdo (Figura 10).

PRE INOCULO INOCULO CONCENTRAGAO PURIFICAGAO

500 mL 500 mL 3mL 1 mL

Figura 10. Fluxo de produgdo com processo de otimizagéo do protocolo. Demonstragdo da concentragdo do sobre-
nadante nas fases subsequentes a produgdo.

Outra estratégia de aumento da producéo enzimatica foi entender se a quanti-
dade de metanol adicionado no meio era um fator limitante para a producéo de Lac 1,
ja que o promotor AOX1 é induzido pela presenca de metanol. Realizou-se a adi¢do
de metanol 1 vez por dia e 2 vezes ao dia.

O teste enzimético por ABTS demonstrou que a atividade da Lac 1 no sobre-
nadante com adicdo de apenas 1 vez ao dia, obteve absorbancia de 2,247 enquanto o
sobrenadante com a adicdo de 2 vezes ao dia obteve absorbancia de 1,822, indicando
que a adicao de metanol diminui a producéo ou a atividade da Lac 1. Uma das teorias
dessa reducdo seria a propriedade toxica que o metanol possui ja que ao amentar a
concentracdo de metanol no meio pode aumentar a formacéo de formaldeido, que ao
se acumular intracelularmente, impede a sobrevivéncia e o crescimento da levedura
(Wakayama, et al., 2016).

Mesmo apds o aumento para 500 mL de producdo, ainda ndo foi alcancada a
quantidade ideal para a visualizacdo da proteina no gel, com teste de Bradford acu-
sando a concentragdo de 40 pug/mL. Esse resultado nos levou a aumentar a escala de

producdo, saindo de frascos para biorreatores.

Antes de prosseguir para os reatores, foi realizada producédo de 1 L em frasco
seguido por concentracdo até 1 mL de sobrenadante. Logo em seguida, foi confirmada
a possibilidade da presenca da proteina em um gel SDS-PAGE (Figura 11). A amostra
foi utilizada para uma cromatografia de troca i6nica e logo em seguida foi corrido

outro gel para confirmacdo, contudo o gel apareceu em branco, indicando que,



possivelmente, ndo haveria concentracdo de proteina o suficiente nas fracdes purifi-

cadas para serem demonstradas no gel.

Figura 11. Gel SDS-PAGE para visualizagdo da Lac 1. O peso molecular previsto para Lac 1 incluindo Poli-His é de 71
KDa. Linha 1 - Marcador molecular; Linha 2 - Sobrenadante de indugdo de 48 horas em 1000 mL de X-33, concentrado.
Linha 3 - Sobrenadante de indugdo por 48 horas em 500 mL de H6, concentrado. Linha 4 - Sobrenadante de indugéo
por 48 horas em 1000 mL de H6, concentrado. Coloragdo por Coomassie Blue. Todas as linhas sdo 10 microlitros da
amostra. Seta verde indica a possibilidade da presenga de Lac 1.

Visto que a producéo de proteina em biorreatores com K. phaffii pode atingir
rendimentos de até 0,85 g de proteina por g de fonte de carbono (Melo, et al., 2020)
com a utilizagdo do meio definido UAB, foram realizados testes observando cresci-
mento e produgdo de Lac 1 em biorreatores com esse meio. Fomos capazes de atingir
crescimento com OD600 de 68 com 24 horas de indculo em 1,5 L de producdo. Apesar
da alta quantidade de biomassa no reator, todas as fermentagdes nao induziram a pro-
ducdo da proteina, como visto nos testes de reacdo enzimatica com ABTS (Tabela 6).

Tabela 6. Absorbdncia a 419 nm do teste enzimdtico com ABTS em sobrenadante de H6 ap6s a 72 horas de produgéo

de batelada em meio UAB com alimentagdo, apos 30 horas de crescimento, de 1% de metanol a cada 24 horas.
Controle +: Sobrenadante de 48 horas de indugdo em frasco com meio BMGY. Controle -: Meio UAB estéril.

Absorbancia
Fragoes 419 nm
(ABTS)
Controle + 0.285
Producio | 0,011
Producédo 2 0,012
Producdo 3 0,015

Controle - 0.009




O protocolo utilizado em frasco com os meios BMGY e BMM foi restaurado
e 0s experimentos seguiram com a producdo de 1,5 L em batelada com alimentacao,
apo6s 30 horas de indugdo com Glicerol 2%, a cada 24 horas com 1% de metanol.

Surpreendentemente, a producdo em BMM gerou um maior indice de densi-
dade dptica de biomassa no biorreator quando comparado ao UAB (Figura 12). Foi
confirmada a expressédo de Lac 1 via teste enzimatico, em que a absorbancia a 419 nm
do sobrenadante foi de 0,218, mesmo apds a concentracdo de 100X. A baixa produti-
vidade, mesmo apds o aumento do volume de producdo, melhor controle do pH e

aeracdo do meio trouxe alguns questionamentos.
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Figura 12. Absorbdncia de 600 nm da biomassa no reator no TO da indugdo por metanol. Com os dados absolutos, o
indice de crescimento utilizando BMM como meio de cultura foi maior do que o indice de crescimento quando UAB foi
utilizado. TO de indugdo tem como média 30 horas de crescimento fliingico com 2% de glicerol como fonte de carbono.

A ativacdo do promotor da enzima alcool oxidase, AOX1, faz parte da repro-
gramacdo genetica pois a levedura passa para ativar a via de consumo do metanol
quando este é a Unica fonte de carbono. O promotor AOX1 ¢ forte e 0 promotor AOX2
é fraco em comparacdo ao AOX1 (Cregg, et al., 1989). Existem 3 fenétipos das cepas
de K. phaffii: Mut+, em que os dois promotores estdo ativos; MutS, em que o AOX1
estd desativado; Mut-, onde os dois promotores estdo desativados e, consequente-

mente, a cepa ndo sobrevive em ambientes onde metanol é a fonte de carbono.

Um estudo realizado por Krainer, et al, 2012 demostrou que cepas MutS pos-

suem uma maior produtividade volumétrica, uma maior eficiéncia em expressar



proteina recombinante e consomem menos metanol. A cepa que utilizada ¢é a x-33,

que é Mut+.

Além disso, o protocolo de fermentacdo de K. phaffii MutS da Invitogen pos-
sui algumas observacgdes. A primeira é que o oxigénio dissolvido durante a fermenta-
cao precisa estar sempre acima de 20%. A segunda é que para a produgdo comecar a
acontecer, a concentracdo de glicerol no meio de expresséo precisa ser de 0. E, por
altimo, a levedura precisa se adaptar a nova fonte de carbono antes de comecar a
producdo da proteina recombinante. Com isso, modificamos o protocolo de producao
(Figura 13).

Batelada Simples
BMGY BMM Media 30 horas 1% de metanol a Concentragio membrana 30 Kda
2% Glicerol 2% Glicerol de fermentagdo cada 24 horas Teste ABTS absorbincia 419 nm
Batelada Alimentada
Concentragdo membrana
BMGY BMM Media 30 horas 1%/L/h de metanol 2%/L/h de metanol 30 Kda
2% Glicerol 2% Glicerol de fermentagio por 12 horas por 48 horas Teste ABTS absorbancia

419 nm

Figura 13. Fluxos de produgéo de Lacase 1 recombinante de C. neoformans em K. phaffii via batelada “simples” e
batelada alimentada. Os fluxos sdo parecidos nas fases de pré-inoculo, indculo e crescimento celular com o consumo
total de glicerol. Na batelada simples hd uma alimentagdo pontual de 1% de metanol a cada 24 horas, sequindo o
protocolo trabalhado nos testes feitos em frascos. Jd na batelada alimentada, hd uma fase de adaptagdo da levedura
a nova fonte de carbono, metanol. Apds hd a indugdo com uma alimentagdo frequente e com uma concentragéo maior
de metanol.

A nova metodologia de producédo (batelada alimentada) gerou uma expressao
bruta com a absorbancia maior que a feita com a metodologia anterior (batelada) (Fi-
gura 14). Isso demostra que é uma possibilidade que com o aumento da biomassa e
controle do oxigénio dissolvido no meio, ha a possibilidade do aumento do consumo

de metanol para a producéo de Lac 1.



o
00

e
o)}

o
~

T

I

BMM - Batelada BMM - Batelada Alimentada

o
[N}

Absorbancia (419 nm)

o

Figura 14. Absorbdncia de 419 nm do sobrenadante de H6 concentrado 100X apos indugdo de 48 horas e realizagdo
de teste enzimdtico com ABTS. Com os dados absolutos, o indice de atividade da enzima com sua produgdo via bate-
lada alimentada pode ter sido aumentado e, consequentemente, a sua concentragdo no sobrenadante.

Contudo, ainda sdo necessarios mais refinamentos e otimizacdo da producéo
para obter uma alta produtividade de Lacl, e consequentemente, maiores concentra-
¢Oes da proteina apos purificacdo. Com isso, sera possivel avancar nos estudos rela-
cionados ao bloqueio catalitico da Lacl e seus efeitos na viruléncia e sobrevivéncia

do C. neoformans no SNC.



6. CONCLUSAO E PESPECTIVAS

Neste estudo entendeu-se em maiores detalhes a producao de lacase 1 recom-
binante de C. neoformans em K. phaffii. Em frasco, pudemos demostrar que o tempo
de inducdo ndo ¢é significativo para expressdo e tradugdo da Lac 1, sendo uma das
hipoteses a passagem da fase estacionaria para o declinio celular e outra, a aeragdo do
meio, ja que em frasco ndo é possivel ter 0 mesmo controle de aeragdo como em um
biorreator. Além disso, constatou-se que a Lac 1 recombinante é sensivel a alteracdes

de pH, com atividade entre as faixas de 5,1 - 6,1.

Em relacdo a purificacdo, a cromatografia por troca idnica possui um grande
potencial de ser a metodologia certa para obter a proteina recombinante em seu estado
puro, levando em consideracdo a baixa concentracdo de proteina no sobrenadante de

modo geral e a afinidade da Lac 1 a coluna de DEAE.

Ja em reatores, pudemos padronizar a metodologia de producéo da Lac 1. Ob-
tivemos uma maior concentracao de biomassa antes de induzir a producdo enzimatica,
isso pode levar a uma alta produtividade futura. Também foi possivel entender a in-
fluéncia do metanol na producdo em maior escala, pois ao aumentar a concentragdo
da alimentacgdo, em frasco, ndo houve diferenca na atividade enzimatica, mas quando
aumentamos a concentracdo do metanol no reator, houve um aumento da presenca de

Lac 1 no sobrenadante concentrado.

Esse trabalho € o primeiro passo para a producdo da Lacl de C. neoformans
recombinante em K. phaffii. Para o prosseguimento sera necessario a otimizacao dos
parametros de producdo em biorreatores, determinando produtividade, relacdo entre

producdo e biomassa, além da finalizacdo do processo de purificacao.

Com efeito, a producéo e a pureza da Lac 1 podem ser utilizadas para estudos
com o enfoque no bloqueio de seu centro catalitico, abrindo-se o leque de possibili-
dades para o tratamento da neurocriptococose, pois além de diminuir a viruléncia den-
tro do SNC, diminuir-se-ia a sobrevivéncia desse fungo, com possivel impacto favo-

ravel nas taxas de mortalidade para essa doenca.
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