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RESUMO

As enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma diversidade de microrganismos.
Contudo, a grande maioria apresenta grandes restricdes que dificultam ou que oneram
0 processo de producdo das enzimas. Além disso, grande parte dos consorcios
enzimaticos comerciais disponiveis, apesar de apresentarem 0s trés grupos de
celulases (Endoglucanases, Celobiohidrolase, B-glucosidase) para a completa
degradacgao da celulose, possuem uma baixa atividade 3-glucosidasica. Deste modo,
gera necessidade de suplementacao desta enzima a estes preparados enzimaticos.
Para resolver estas restricdes, a biologia molecular aliada a tecnologia do DNA
recombinante se configura como uma ferramenta favoravel na producédo enzimatica,
viabilizando a expressdo apenas das enzimas de interesse, minimizando ou
eliminando a producao de proteinas interferentes. Neste contexto, a producio de [3-
glucosidase recombinante por microrganismo geneticamente modificado Pichia
pastoris, se configura como um grande passo para obtencédo dessa enzima com uma
producédo economicamente viavel e com grande potencial para aplicacao na industrial.
Portanto, B-glucosidases recombinantes sao potenciais ferramentas na producao de
bioetanol, e no futuro proximo, pode ser bem-sucedida no cumprimento dos requisitos
de fontes alternativas e renovaveis de energia. De acordo com a crescente
importancia da p-glucosidase em diversas aplicacoes, o presente trabalho teve como
objetivo clonar e expressar a enzima B-glucosidase recombinante de Aspergillus niger
na levedura metilotrofica P. pastoris. Conforme os resultados obtidos, foi possivel
demonstrar que a enzima B-glucosidase de A. niger foi expressa eficientemente na
levedura P. pastoris, assim como, a sua secrecdo no sobrenadante da cultura celular
conforme analise de imunodeteccédo Colony Blotting. Baseado no perfil eletroforético
em gel SDS-PAGE dos tempos de indugao da produgao de B-glucosidase dos clones
recombinantes Mut* (46) e clone Mut® (22), a inducdo em meio liquido dos clones
recombinantes foi realizada com sucesso devido a apresentacdo da banda
correspondente a enzima [3- glucosidase com massa molecular de aproximadamente
103 kDa. No clone Mut* o melhor tempo de inducdo para expressdo da proteina
recombinante foi o tempo de 72 horas, no clone Mut® os melhores tempos foram 72
horas e 96 horas. Portanto, a atividade B-glucosidasica do clone recombinante Muts
foi de 12.517,33 U. L1

Palavras-chaves: Sintese quimica, B-glucosidase, Aspergillus niger, Pichia pastoris,
expressao heterdloga.



ABSTRACT

Cellulolytic enzymes are produced by a variety of microorganisms. However the great
majority have major constraints that hamper or hinder the process of enzyme
production. In addition, most of the available commercial enzymatic consortia, although
presenting the three groups of cellulases (Endoglucanases, Celobiohidrolase, [3-
glucosidase) for the complete degradation of the cellulose, have a low B-glucosidasica
activity. Thus, it is necessary to supplement this enzyme with these enzyme
preparations. To solve these constraints, the molecular biology allied to recombinant
DNA technology is configured as a favorable tool in the enzymatic production, allowing
the expression of only the enzymes of interest, minimizing or eliminating the production
of interfering proteins. In this context, the production of recombinant B-glucosidase by
the genetically modified microorganism Pichia pastoris, constitutes a great step to
obtain this enzyme with an economically viable production and with great potential for
industrial application. Therefore, recombinant 3-glucosidases are potential tools in the
production of bioethanol, and in the near future, can be successful in meeting the
requirements of alternative and renewable energy sources. According to the growing
importance of B-glucosidase in several applications, the present work aimed to clone
and express the recombinant (B-glucosidase enzyme of Aspergillus niger in the
methylotrophic yeast P. pastoris. According to the results obtained, it was possible to
demonstrate that the enzyme B-glucosidase of A. niger was efficiently expressed in
yeast P. pastoris, as well as its secretion in the supernatant of the cell culture according
to the analysis of immunodetection Colony Blotting. Based on the SDS-PAGE gel
electrophoretic profile of the induction times of the B-glucosidase production of
recombinant clones Mut* (46) and clone Mut® (22), the induction in liquid medium of
the recombinant clones was successfully performed due to the presentation of the
band corresponding to the B-glucosidase enzyme with molecular mass of
approximately 103 kDa. In the Mut* clone the best induction time for expression of the
recombinant protein was 72 hours, in the Mut® clone the best times were 72 hours and
96 hours. Therefore, the B-glucosidase activity of the recombinant Mut® clone was
12,517.33 U. L.

Keywords: Chemical synthesis, B-glucosidase, Aspergillus niger, Pichia pastoris,
Heterologous expression.
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1 INTRODUCAO

Celulases, pertencente a classe das hidrolases, sdo enzimas que constituem
um complexo capaz de atuar sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise.
Essas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia
para a liberacdo de acUcares, dos quais a glicose € o que desperta maior interesse
industrial, devido a possibilidade de sua conversao em etanol. De acordo com o seu
local de atuacdo no substrato celul6sico, as enzimas celuloliticas sé@o classificadas
(segundo a IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology) em
trés classes: endoglucanase - inicia o processo de hidrolise internamente de forma
aleatoria na molécula de celulose, exoglucanase — atua na regido redutora e néo
redutora e B-glucosidase — hidrolisam celobiose e removem glicose de terminais nao
redutores de pequenas celodextrinas soluveis.

As enzimas B-glucosidases, ou B-glicosideo gluco-hidrolases (E.C 3.2.1.21),
tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos solUveis em glicose.
Assim como a exoglucanase, também € reportada com a caracteristica de sofrer
inibicdo por seu produto de hidrolise. Quando atuam conjuntamente, as enzimas do
complexo celulolitico (endoglucanase, exoglucanase e B-glucosidase) apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras. Tal efeito € conhecido como sinergia.

Complexos enzimaticos produzidos por varios microrganismos tém
demonstrado capacidade de catalisar a hidrdlise de celulose em acucares soluveis de
baixas massas moleculares. Dentre todos 0s microrganismos produtores de enzimas
celuloliticas, os fungos filamentosos sdo os mais utilizados no processo industrial,
sendo considerados os melhores produtores de enzimas celuloliticas por produzirem
naturalmente as celulases necessarias para a sacarificacdo completa de
lignocelulose. Entre os microrganismos capazes de secretar estas enzimas, destaca-
se o fungo filamentoso Aspergillus niger por produzir eficientemente grande
quantidade de B-glucosidases.

Os avancos das pesquisas sobre celulases ocorreram em diversas areas do
conhecimento. Ao longo dos anos, contribui¢cdes cientificas vém sendo geradas
continuamente, no que tange ao isolamento de microrganismos produtores de

celulases, ao aumento da expressao de celulases por mutacfes génicas, a purificagdo



20

e caracterizacdo de componentes deste complexo enzimatico, ao entendimento sobre
0S mecanismos de ataque a celulose, a clonagem e expressdo de genes, a
determinacdo de estruturas tridimensionais das celulases e a demonstracdo do
potencial industrial dessas enzimas.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante na década de 70, novos
procedimentos foram desenvolvidos permitindo o isolamento e a purificacdo de genes
especificos num processo chamado clonagem génica. A tecnologia do DNA
recombinante também é uma potente alternativa que permite o melhoramento
genético de espécies de valor biotecnologico. A técnica central da metodologia do
DNA recombinante é a clonagem molecular, a qual consiste no isolamento e
propagacdo de moléculas de DNA idénticas. O processo geral baseia-se em trés
enfoques experimentais principais. A producdo de fragmentos de DNA de fontes
diferentes que contenham as sequéncias génicas de interesse, seguido da reunido
desses segmentos em uma molécula de DNA capaz de se replicar, normalmente um
plasmideo bacteriano chamado vetor, e a transformacao de células bacterianas com
a molécula recombinante de modo que elas se repliquem e entdo se expressem.
Como consequéncia do desenvolvimento desta tecnologia, ampliou-se a possibilidade
de explorarmos um numero de variantes enzimaticas geradas por evolucéo in vitro
para uma determinada aplicacéo.

O emprego de organismos modificados por engenharia genética tem permitido
o desenvolvimento de tecnologias aplicadas na obtencao de diversos compostos de
elevado interesse industrial. Entretanto, a sintese quimica de acidos nucleicos,
associada a otimizacdo de codons preferenciais, € uma alternativa atraente na
clonagem de genes em que possibilita para o organismo de expressao proposto
favorecendo assim, elevados rendimentos das proteinas de interesse.

A levedura Pichia pastoris € uma poderosa ferramenta para a expressao
heteréloga de proteinas. A crescente popularidade deste sistema de expressédo pode
ser atribuida a vérios fatores, tais como a simplicidade de técnicas necessarias para
a manipulacédo genética molecular de P. pastoris, muitas modificacbes pos-traducéo
eucarioticos e de alto nivel a expressédo do gene. Um beneficio adicional do sistema
de P. pastoris é que os promotores fortes estdo disponiveis para conduzir a expressao
de um gene heterdlogo de interesse, permitindo a producdo de grandes quantidades

da proteina-alvo com relativa facilidade técnica e menor custo do que a maioria dos
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outros sistemas eucariéticos. A mais notavel caracteristica fisioldgica dessa levedura
€ o fato de ela ser metilotrofica, ou seja, capaz de crescer em meio de cultura contendo
metanol como Unica fonte de carbono. Assim como, a presenca de promotor forte
induzivel derivado do gene da proteina &lcool oxidase 1 (AOXI) de P. pastoris que
dirige a expressao das proteinas heterélogas, aumentando sua expressdo de
proteinas em até 100 vezes quando na presenca de metanol.

Diversas celulases ja foram expressas e caracterizadas utilizando este
organismo como sistema de expresséo heter6loga, uma das razbes € pelo fato da
levedura P. pastoris ndo apresentar atividade celulolitica. A expressdo dessas
enzimas nessas hospedeiras tem por objetivo obter a enzima em grandes quantidades
e posteriormente sua purificacdo principalmente para aplicacédo industrial nos mais

diferentes setores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estruturas da Celulose

7

A celulose, dentre os materiais naturais é o biopolimero renovavel mais
abundante do mundo, insolivel em 4gua e altamente resistente a despolimerizacao.
E um homopolissacarideo linear, ndo ramificado, contendo apenas um Gnico tipo de
unidade monomérica, cerca de 10 a 15 mil unidades de D-glicose. As unidades de
glicose na celulose estdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo (B1—4), e cada par
dessa hexose € definida como celobiose, unidade conformacional minima da celulose
e, a glicose a unidade fundamental da cadeia homopolimérica. Cadeias de celulose
sdo agregadas paralelamente em estruturas cristalinas chamadas microfibrilas
(BECKHAM, 2011; NELSON e COX, 2011; RAVEN et al., 2001) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura e composi¢cao da fibra de celulose apresentando as ligagdes 1,4 entre os
mondmeros de glicose.
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Fonte: Modificado de DOE, 2005.

A celulose pode ser encontrada na forma pura, como no algodéao, ou associado
a hemicelulose e lignina, presentes na parede celular de diversos vegetais, tendo
como principais fungdes fornecer rigidez e protecdo (SANDGREN et al., 2005).
Durante os estagios iniciais do crescimento do vegetal o conteido de celulose pode
variar 35 a 50%, hemicelulose 25 a 35% e lignina 5 a 30%, de seu peso seco (LYND
et al., 2002).
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Para a formacdo da celulose, polimeros adjacentes interagem por pontes de
hidrogénio e organizam-se formando estruturas conhecidas com microfibrilas, as
quais se reunem em estruturas maiores, denominadas por fibras de celulose
(macrofibrilas) (LYNDY et al., 2002). As microfibrilas cristalinas e n&o-solGveis da
celulose fazem com que a sacarificacdo (hidrolise do polissacarideo em
monossacarideos como os mondmeros de glicose) enzimatica seja um desafio. As
unidades monossacaridicas de D-glicose unidas por ligagédo 31,4 ao longo de cadeias
da celulose cristalina podem girar uma em relacéo a outra (180°), o que significa que
a celobiose (figura 2) € a unidade de repeticao (HORN et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura da Celobiose
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Unidades de D-glicose ligadas (f1—4)
Fonte: Lehninger, (2002)

Moléculas de celulose possuem duas regides, uma cristalina e outra amorfa. A
regido cristalina apresenta um maior numero de interacdes intra e intermoleculares,
como pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, o que torna a celulose insoluvel
e mais resistente a acao enzimatica, a tracao e a agentes quimicos (PERCIVAL et al.,
2006) (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura cristalina da celulose. Representacéo das liga¢des de hidrogénio entre cadeias
(inter) e entre residuos de glicose da mesma cadeia (intra).
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A regido amorfa, € mais facilmente hidrolisavel, por apresentar menor grau de
compactacdo dos polimeros, possui menos interagcbes de hidrogénio, sendo
facilmente hidratada e mais acessivel as enzimas (LYNDY et al., 2002). Além das
regides amorfas as fibras de celulose apresentam irregularidades, falhas e microporos
gue aumentam a superficie de contato, favorecendo o acesso de moléculas de agua
e outras moléculas maiores tais como as enzimas celuloliticas (BEGUIN et al., 1994).

Diversas formas estruturais de celulose tém sido descritas e existem pelo
menos sete formas cristalinas de celulose identificadas, designadas como la, I3, I,
[, 11, VI e VI, Cada uma destas formas cristalinas apresenta caracteristicas fisicas
e quimicas préprias, como solubilidade, densidade, ponto de fusdo, forma do cristal,
além de propriedades Opticas e elétricas (KADLA e GILBERT, 1997). As formas la, I
sdo as mais abundantes na natureza e por isso sao chamadas de celulose nativa, e
as outras formas sdo alomorfas produzidos por processamento das formas la e I
(O'SULLIVAN, 1997).

No entanto, complexos enzimaticos produzidos por varios microrganismos tém
demonstrado capacidade de catalisar a hidrolise de celulose, tanto cristalina quanto
amorfa, em aclcares soluveis de baixas massas moleculares como a celobiose e
glicose (BHAT, 1997). O valor da celulose como uma fonte renovavel torna sua
hidrolise um assunto de grande interesse industrial e de pesquisa intensa, uma vez
gue ela pode ser convertida em produtos de valor comercial como glicose e etanol
(BHAT, 2000).

2.2 Enzimas Celuloliticas

As enzimas sao catalisadores biol6gicos muito eficientes. Apresentam diversas
caracteristicas notaveis quando comparadas com catalisadores quimicos dentre as
guais: especificidade pelo substrato e a especificidade em promover somente uma
reacao bioquimica com seu substrato. Como catalisadores, as enzimas atuam em
pequena quantidade, ndo sdo degradadas no momento da catalise, podendo ser
recuperadas, dependendo das condicdes de tratamento utilizados. Elas sao divididas
em seis grandes classes, baseadas no tipo de reacao que elas catalisam (SANTOS,
2007).

Conforme Rocha, (2010) a tecnologia das enzimas é hoje um dos campos mais
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promissores dentro das novas tecnologias para a sintese de compostos de alto valor
agregado. Os processos industriais que utilizam os catalisadores bioldgicos
apresentam menor impacto ambiental e também menor consumo energético, uma vez
gue as enzimas sdo biodegradaveis e sendo altamente especificas.

As enzimas celulases fazem parte da classe das hidrolases (enzimas que se
associam a moléculas de agua para promoverem a quebra das ligacdes covalentes),
um complexo enzimatico cujas enzimas atuam sinergicamente sobre materiais
celulésicos promovendo sua hidrélise, sdo naturalmente secretadas por um espectro
de bactérias, fungos aerdbios e anaerébios e protozoarios (CASTRO e PEREIRA JR.,
2010; POLIZELI et al., 2005). E também, no sistema digestério de algumas espécies
de gastropodes, que apresentam a capacidade de hidrolisar celulose e pequenos
oligossacarideos e a molécula de glicose (KUBICEK, et al., 2003).

2.3 ClassificagOes das Enzimas Celuloliticas

Segundo a Enzyme Comission (E.C.), as enzimas do complexo celulolitico sao
pertencentes a familia das hidrolases glicosidicas por realizarem clivagens das
ligacbes O-glicosidicas, apresentando a codificacdo 3.2.1.x, onde o valor de x varia
de acordo com a celulase avaliada (HENRISSAT et al., 1991). De acordo com o seu
local de atuacédo no substrato celuldsico, as enzimas celuloliticas sé@o classificadas
(segundo a IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology) em
trés classes: |- endo- 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolases, que clivam ligacdes
internas da fibra celul@sica; 1l- exo-1,4-B-D-glucana-4-glucanases, responsaveis pela
acao originando a celobiose e llI-B-glicosideo glucohidrolases, que hidrolisam
oligossacarideos soluveis (celobiose) gerando a glicose, que em conjunto, essas

enzimas constituem um complexo de enzimas celulases (tabela 1).

Tabela 1 - Classificacbes das enzimas celuloliticas segundo Enzyme Comission e a |IUBMB
International Union of Biochemistry and Molecular Biology.

Celulases Comisséo de Enzima IUBMB

Endo 1,4- B-D-glucana-4-
Endoglucanases E.C.3.2.14 .

glucanohidrolases

Exo 1,4- B-D-glucana-4-
Exoglucanases E.C.3.21.91 _

glucanoidrolases
B-glucosidase E.C.3.2.1.21 B-glicosideo glucohidrolases

Fonte: IUBMB: Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
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Muitas celulases sdo compostas por dois dominios distintos: o dominio de
ligacdo ao substrato (DLS) e dominio catalitico (DC), que abriga o sitio ativo (SA). O
sitio ativo possui como funcéo a hidrélise das ligagfes glicosidicas da celulose e cada
classe de celulase possui uma forma diferente de hidrélise de ligacdes localizadas em
regides diferentes do substrato, com liga¢des terminais localizadas nas extremidades
das cadeias e ligacdes internas. O dominio de ligacédo ao substrato esta associado a
adsorcédo, que permite o aumento da concentracdo das celulases na superficie da
celulose através de interacBes nao-covalentes, envolvendo ligacées de hidrogénio,
forcas eletroestaticas e intera¢des hidrofobicas (MARTINS, 2005).

De acordo com Suto e Tonita (2001), as enzimas celuloliticas sdo reguladas
por repressao catabdlica, ou seja, o produto final da via enzimatica, a glicose, inibe a
expressdo dos genes. Esse fendmeno ndo € universal, sendo outros sacarideos
capazes de atuar na repressao, tais como frutose, galactose e sacarose
(dissacarideos). Entretanto, segundo Camassola e Dillon (2006), existem evidéncias
gue sugerem que a repressdo pode ser minimizada com a suplementacdo de

metilxantinas, aumentando o produto de secrecao.

2.3.1 Endoglucanases

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) também sao conhecidas como carboximetil
celulase, sao responsaveis por iniciar a hidrolise das ligagdes glicosidicas B (1 4) da
molécula de celulose e seus derivados. Seu substrato natural é a celulose e
xiloglicana, apresentando especificidade variavel em carboximetil celulose (CMC),
avicel (celulose cristalina), B-glicana e xilana. Elas atuam somente na por¢cao amorfa
da celulose, sendo que sua atividade é diminuida conforme o encurtamento da cadeia
de celulose (LYND et al., 2002; PERCIVAL ZHANG et al, 2006).

As endoglucanases atacam internamente a molécula de forma aleatéria na
parte amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos de varios tamanhos e,
consequentemente, novos terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma
hidroxila heterosidica livre) e um nao redutor (quando a hidroxila heterosidica da
molécula da extremidade participa de ligacdo com a glicose adjacente) (LYND et al.,
2002; CASTRO et al., 2010).
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Conforme os estudos de Lynd et al. (1999), a atividade catalitica das
endoglucanases pode ser medida a partir da diminuicdo da viscosidade do meio

decorrente da diminuicdo de massa molar média de celulose ou derivados de celulose.

2.3.2 Exoglucanases

As exoglucanases atuam em porc¢des redutoras e nao redutoras sendo capazes
de atuar sobre a celulose microcristalina, encurtando cadeias do polissacarideo. Duas
classificacdes sao utilizadas para definir este tipo de atividade enzimatica: 1,4-B-D
glucana-hidrolases e celobiohidrolases.

As 1,4-B-D-glucana-hidrolases (GH), também conhecidas como exo-[3-
glucosidase (EC. 3.2.1.74), séo responsaveis pela hidrolise da fibra celuldsica,
liberando glicose diretamente do polimero. Celobiohidrolase (CBH) (EC 3.2.1.91),
denominadas também como exo-glucanase ou celobiohidrolases, pode ser dividida
em dois tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores (R), enquanto
gue a do tipo Il (CBH II) hidrolisa terminais nao redutores (NR) (figura 4). Essas
enzimas geralmente sofrem inibicéo pelo seu produto de hidrdlise (celobiose), por isso
€ de grande importancia a atuacao de outras enzimas do complexo celulolitico — as B-
glucosidades possuem acédo limitada sobre substratos de carboximetil celulose e
hidroxetilcelulose (HEC) (BON et al., 2008; CASTRO et al, 2010).

Figura 4 - Representacdo da molécula de celulose, dando destaque aos terminais redutores e nédo
redutores.
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Fonte: Adaptado Ramos (2003)
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2.3.3 B-glucosidases

As B-glucosidases (3.2.1.21) hidrolisam celobiose e removem glicose de
terminais ndo redutores de pequenas celodextrinas sollveis (BHAT e BHAT, 1997).
Sua atividade catalitica pode ser medida através da analise dos produtos por HPLC
ou CG, ou mesmo por espectrofotometria (BON et al., 2005).

As B-glucosidases tem um papel importante na hidrolise de materiais lignoceluloliticos.
A celobiose, principal substrato para a B-glucosidase é um potente inibidor de
exocelulases e sua auséncia diminui o processo de sacarificagdo das biomassas

(ALMEIDA, 2009; LYNDY et al., 2002) (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo esquematica da acdo catalitica do complexo enziméatico (celulase) sobre
celulose com geracao de glicose.
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Fonte: Adaptado de Lynd et al., 2002.

2.4 Sinergismo entre as Celulases

A eficiéncia da hidrolise enzimatica da celulose esta ligada com sua atuacao
em conjunto. As enzimas do complexo celulolitico tem um rendimento maior quando
atuam juntas do que quando atuam isoladamente, essa a¢éo conjunta € chamada de

sinergismo enzimatico. Esse sinergismo faz com que a velocidade de formacgéo de
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produtos sollveis aumente significativamente quando comparado a velocidade de
acao isolada das enzimas (GAN et al., 2003; SANDGREN et al., 2005).

A acdo sinérgica das celulases tem sido alvo de muitos estudos de forma que
se possa entender melhor o modo de acéo dessas enzimas (HU et al., 2013; HU et al,
2015; JALAK, et al., 2012; JEOH, et al., 2006). Tém sido reportados pelo menos trés

tipos de sinergismo das enzimas celuloliticas (Figura 6).

Figura 06 - Acao sinérgica das celulases.
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Fonte: Adaptado de Lynd et al., 2002.

O sinergismo endo-exo, que € conceituado pela acdo das endoglucanases nas
regides amorfas da fibra celulésica gerando terminais redutores (com carbonila livre)
e ndo redutores (sem carbonila livre) que servem como substrato para acdo das CBH
| e CBH Il. De um modo geral, as endoglucanases produzem cortes nos filamentos de
celulose e essas extremidades livres sdo direcionadas para as exoglucanase
(HENRISSAT, 1985; JALAK et al, 2012; XU et al., 2007).
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Sinergismo exo-exo, caracterizado pela acdo simultanea das duas
celobiohidrolases nos terminais redutores e nao redutores liberados pelas
endoglucanases, ou seja, as CBH | atuando nos terminais redutores e as CBH Il nos
terminais n&ao redutores (XU et al, 2007).

O sinergismo exo-BG e Endo-BG € demonstrado pela agao das B-glicosidases
sobre os produtos das exoglucanases e endoglucanases, que sao celobiose e
oligassacarideos respectivamente, 0s quais servem como substrato para a [-
glicosidase (CASTRO, 2010).

2.5 Aplicagdes Industrial das Celulases

Os aspectos biologicos de processamento da biomassa celuldsica tornaram-se
0 cerne da investigagao futura envolvendo celulases e microrganismos celuloliticos.
Celulases estdo sendo produzidas comercialmente por diversas industrias a nivel
mundial e estdo sendo vastamente utilizadas em aplicacdes de alimentos, racao

animal, fermentacéo, agricultura, papel e celulose e téxtil e dentre outras (tabela 2).

Tabela 2 - Aplicacéo de celulases em diversos setores.

Setores Industriais Aplicacdes

Controle de doencas e patbgenos de plantas;
melhoramento da germinacao e do sistema radicular, maior
crescimento e florescimento da planta; melhoramento da
qualidade do solo e reducdo da dependéncia de

Agricultura . . .
fertilizantes minerais.

Conversao de materiais celulésicos em etanol, outros
solventes, acidos organicos, lipidios, producédo de
alimentos rico em energia para animais, melhora do
desempenho de ruminantes, melhoria da digestdo e
absorcdo alimentar e preservacdo de forragens de alta
qualidade.

Bioconversao — Pecuaria

Detergentes a base de celulases; acao de limpeza superior
sem danificar as fibras; melhora o brilho da cor e a remocéao
de sujeira e remove protuberancias asperas em tecidos de

Detergente
algodao.

Melhoria na prensagem e extragdo da cor de uvas; melhoria
do aroma de vinhos; melhoria na fermentacéo priméria e
Fermentac&o qualidade da cerveja, e melhora na taxa de filtracdo e
estabilidade do vinho.
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Liberacdo de antioxidantes do bagaco de frutas e legumes;
melhoria de rendimentos na extracdo de amido e proteinas;
melhoria na maceragédo e extracdo de cores de frutas e
legumes; clarificagdo de sucos de frutas; melhoria da
textura e qualidade dos produtos de padaria; melhoria na
viscosidade de purés de frutas; melhoria da textura, sabor,
aroma e propriedades volateis de frutas e verduras e
controle do sabor amargo de frutas citricas.

Alimentacao

Co-aditivo no branqueamento de celulose; destintagem
enzimatica; consumo de energia e cloro reduzido,
melhoramento do brilho da fibra, propriedades de
resisténcia e grau de refinacdo de celulose e limpeza e
Polpa de papel e celulose | melhoramento da drenagem em fabricas de papel,
producdo de papeldo biodegradaveis, toalhas de papel e
papel higiénico.

Biolapidagdo de jeans; biopolimento de fibras téxteis;
melhora da qualidade de tecidos; melhora da propriedade
de absorcédo de fibras; suavizacdo de pecas de vestuario;

Téxtil melhor estabilidade de tecidos celuldsicos; remocdo do
excesso de corantes dos tecidos e restauracao do brilho da
cor.

Melhora a extracao de carotenoides; melhora a oxidagéo e
a estabilidade da cor de carotenoides; melhora a extracao
de 6leo de oliva; melhoria da qualidade do azeite e reducéo
dos riscos de residuos de biomassa.

Outros

Fonte: Adaptado de Gupta et al., 2013.

Com as ferramentas da biotecnologia moderna, especialmente na area da
genética de microrganismos, novas enzimas e novas aplicacdes enzimaticas ficarao
disponiveis para as varias industrias. Melhorias nas atividades de celulase ou
utilizando de caracteristicas desejadas para as enzimas de engenharia de proteinas
sdo, provavelmente, outras areas onde a investigacdo das celulases tem de avancar
(GUPTA et al. 2013).

Conforme Castro e Pereira Jr. (2010), grandes avancos das pesquisas sobre
celulases ocorrem em diversas areas do conhecimento. Ao longo dos anos e até a
atualidade, contribuicdes cientificas vém sendo geradas continuamente no que tange:
ao isolamento de microrganismos produtores de celulases, aumento da expresséao de
celulases por expressao génicas, a purificagdo e caracterizacdo de componentes

deste complexo enzimatico, ao entendimento sobre o mecanismo de ataque a
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celulose, a clonagem e expressdo de genes, a determinagdo tridimensional das

celulases e a demonstracéo do potencial industrial dessas enzimas.

2.6 Microrganismos Celuloliticos

As enzimas celuloliticas podem ser produzidas por um grande espectro de
microrganismos, que inclui bactérias anaerdbicas (Clostridium, Rominococcus, etc.) e
aerdbicas (Cellulomonas, Thermobifida, etc.), actinomicetos (Streptomyces), fungos
filamentosos (Trichoderma, Bulgaria, Helotium, Poria, Aspergillus, etc.), plantas
(Fragaria) e animais (moluscos e insetos) (LYND et al., 2002; PALOMER et al., 2004).
Aléem disso, o material genético recuperado diretamente a partir de amostras
ambientais, também tem mostrado o potencial para explorar novas celulases presente
nos genomas dos microrganismos (KUHAD e SINGH, 2007). Na tabela 3 é
apresentada uma relacéo de bactérias produtoras de celulases.

Segundo Soccol et al. (1994), dentre todos os microrganismos produtores de
enzimas celuloliticas, os fungos filamentosos sdo os mais utilizados no processo
industrial (Tabela 4). Suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e enzimaticas
permitem seu crescimento em substratos sélidos e a bioconversdo dos mesmos,
aumentando assim a capacidade de hidrdlise por estes microrganismos.

Os fungos séo considerados os melhores produtores de enzimas celuloliticas
por produzirem naturalmente as celulases necessarias para a sacarificacdo completa
de lignocelulose pré-tratada (cerca de 30 a 50 mg de enzima por g de celulose
cristalina). Por exemplo, o fungo Trichoderma reesei tem sido reportado como capaz
de produzir mais de 100g de celulases por litro de cultura submersa, enquanto as
bactérias celuloliticas mais produtivas conseguem produzir apenas alguns gramas por
litro (SCHUSTER e SCHMOLL, 2010).

Conforme Amorea e Faraco (2012), o desempenho dos fungos na producéo de
celulases e secrecdo de enzimas complexas pode ser devido a presenca de seu
sistema de secrecdo ser muito eficiente, o qual as bactérias ndo possuem esse tipo
de sistema excretor, o que as torna dificeis ou inviaveis para serem projetadas para

producdo de enzimas celuloliticas em grandes quantidades.
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Fonte

Referéncia

Fonte

Referéncia

Acinetobacter junii

Lo et al. (2010)

Butyrivibrio fibrisolvens

Hazlewood et al. (1990)

Anoxybacillus sp.

Liang et al. (2009)

Cellulomonas

Lo et al. (2009)

Acinetobacter anitratus

Ekperigin, (2007)

Cellulomonas biazotea

Rajoka e Malik (1997)

Bacillus subtilis

Heck et al.(2002)
Kim et al. ( 2009)

Clostridium thermocellum

Chinn et al. (2008)
Dharmagadda et al. (2010)

Bacillus subtilis

Krishna, (1999)

Clostridium cellulolyticum

Desvaux et al. (2000)

Bacillus pumilus

Ariffin et al. (2008)

Clostridium acetobutylium

Sabathe et al. (2002)

Bacillus amyloliquefaciens

Lee et al. (2008)

Clostridium papyrosolvens

Thirumale et al. (2001)

Bacillus licheniformis

Bischoff et al. (2006)

Eubacterium cellulosolvens

Moon e Anderson (2001)

Bacillus sp.

Li et al. (2008)

Fibrobacter succinogenes

Bera-Malillet et al. (2009)

Bacillus sp.

Rastogi et al. (2010)

Geobacillus sp.

Rastogi et al. (2010)

Bacillus circulans

Hakamada et al. (2002)

Paenibacilluscurdlanolyticus

Waeonukul et al. (2009)

Bacillus flexus

Trivedi et al. (2011)

Salinivibrio sp.

Wang et al. (2009)

Bacteroides sp.

Ponpium et al. (2000)

Ruminococcus albus

Ohara et al. (2000)

Fonte: Gupta et al. (2013).
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Microrganismo

Referéncias

Microrganismo

Referéncias

Acremonium cellulolyticus

Fang et al. (2008)

Paecilomyces in flatus

Kluczek-Turpeinen et al. (2007)

Agaricus arvensis

Jeya et al. (2010)

Penicillium echinulatum

Camassola e Dillon (2009)

Aspergillus niger

Hanif et al. (2004)

Penicillium decumbens

Sun et al. (2008)

Aspergillus terreus

Gao et al. (2008)

Penicillium brasilianum

Jorgensen e Olsson (2006)

Daldinia eschscholzii

Karnchanatat et al. (2008)

Pleurotus ostreatus

Membrillo et al. (2008)

Humicola grisea

Mello-De-Sousa et al. (2011)

Phlebia gigantea

Niranjane et al. (2007)

Lentinus tigrinus

Lechner e Papinutti (2006)

Piromyces communis

Kim et al. (2008)

Melanocarpus sp.

Kaur et al. (2006)

Sclerotium rolfsii

Ludwig e Haltrich (2003)

Monascus purpureus

Daroit et al. (2007)

Scytalidium thermophilum

Kaur et al. (2006)

Myceliophthora sp.

Badhan et al. (2007)

Thermoascus aurantiacus

Leite et al. (2008)

Mucor circinelloides

Saha (2004)

Trichoderma atroviride

Kovacs et al. (2008)

Neocallimastix frontalis

Srinivasan et al. (2001)

Trichoderma reesei

Juhasz et al. (2005)

Orpinomyces sp.

Hodrova et al. (1998)

Fonte: Gupta et al. (2013).
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2.7 Sistema de Expressao Heterdloga

O sistema de expressao heteréloga de enzimas ou proteinas e peptideos sao
indicados quando os microrganismos produtores secretam de forma limitada seus
produtos, acarretando a inviabilidade de sua aplicacao na industria biotecnoldgica. A
expressdo heterdloga tem sido empregada para potencializar a obtencdo desses
produtos de interesse biotecnoldgico. Nesse sentido, diversos sistemas de expressao
de genes heterdlogos foram desenvolvidos para procariontes como Escherichia coli
(BANEYX, 1999; LADERMAN et al., 1993; VAZ, 2008) e Baciilus sp. (MARQUES,
2013; YANG et al., 2001) e mais eficientemente para leveduras (ARAUJO, 2012;
FINGER et al., 2016; SREEKRISHNA et al., 1997).

Conforme os estudos de Rodrigo (2004) e Finger et al. (2016), os sistemas de
expressao heterdloga procariéticos sao bastante utilizados na producao de proteinas
recombinantes a partir de genes de origem procarioticos ou eucarioticos. Porém, em
muitos casos, esses sistemas apresentam inumeras limitacdes, principalmente
guando as proteinas eucaribticas sintetizadas por bactérias sédo instaveis, nao
possuem atividade biologica ou podem ser contaminadas com toxinas bacterianas.

Segundo Vaz (2008), a expressdo da proteina recombinante em E. coli pode
ser considerada um processo estranho a célula, principalmente quando se trata de
genes eucacariotos, ou seja, nao fazendo parte do seu conjunto metabdlito natural e
geralmente acaba ocasionando problemas a célula hospedeira que reage as
condicbes adversas de varias formas, dificultando a obtencdo da proteina de
interesse. Para evitar esses e outros problemas na obtencdo de produtos como
proteinas, enzimas e horménios, sistemas de expressao heterdloga eucariéticos
utilizando leveduras foram desenvolvidos e sdo mais atrativos quanto a sua eficiéncia

na elaboracéao final dos produtos expressos e secretados.

2.7.1 Pichia pastoris como Sistema de Expressao Heterdloga

A Pichia pastoris € uma levedura classificada como pertencente ao Reino
Fungi, divisdo Eucomycota, Subdivisdo Ascomycota, Classe Hemoascomycetes,
Ordem Endomycetales, Familia Sacharomycetaceae e Subfamilia
Sacharomycetoideae. Essa levedura foi reclassificada no novo género Komagataella

e dividida em trés espécies: K. pastoris, K. pseudopastoris (KURTZMAN, 2009).
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Apresenta-se predominantemente na forma unicelular, frequentemente
permanece haploide no estado vegetativo a ndo ser que seja forgcado o cruzamento,
como em cultivos com limitacdo de nitrogénio, multiplica-se assexuadamente por
gemulacdo e brotamento multilateral. Devido apresentar uma simplicidade celular,
crescem e se reproduzem muito rapidamente e pode ser manipulada por métodos
genéticos classicos (CEREGHINO, CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000).

O fato de crescer até alta densidade celular em um meio de baixo custo levou
a empresa Phillips Petroleum Company juntamente com Salk Institute Biotecnology
Industrial Associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, USA) propor o uso dessa levedura
como fonte de proteinas (single cell protein - SCP). ApOs constatar que o0 processo de
producéo de SCP era inviavel economicamente devido ao aumento do cultivo da soja
e com a crise do petréleo na década de 70, foi possivel propor a utilizacdo da P.
pastoris como um sistema de producdo de proteinas heterdloga, devido as suas
caracteristicas favoraveis para tal fim (CEREGHINO e CREGG, 2000).

A mais notavel caracteristica fisiologica dessa levedura é o fato de ela ser
metilotréfica, ou seja, capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol como
unica fonte de carbono, que pode ser geneticamente modificada para produzir um
grande numero de proteinas tanto a nivel experimental como industrial (CEREGHINO
e CREGG, 1999; SREEKRISHNA et al., 1997; SUNGA et al., 2008; TUITE et al.,
1999).

Dentre as caracteristicas observadas e desejadas de P. pastoris como sistema
de expresséao heteréloga destacam-se (TORRES e MORAES, 2000; CEREGHINO et
al., 2002; DALY e HEAM, 2005; SCHUTTER et al., 2009):

- O fato de esta levedura ter o status GRAS (Generally Regarded As Safe) e
converter de 30 a 40% do seu peso em proteinas;

- Facilidade de manipulacéo genética, devido ao sequenciamento de seu genoma,

- Apresenta crescimento a alta densidade celular (>500 OD600);

- Expressao de proteinas em altos niveis tanto intracelular como extracelular;

- Apos estabelecidas as condi¢des de cultivo em pequena escala, o escalonamento
nao necessita de grandes modificacdes;

- Existéncia de linhagens deficientes de protease que secretam baixas quantidades
de proteinas endégenas no meio de crescimento facilitando as etapas seguintes de
purificagéo;

- A viabilidade do sistema de expressdao como Kits comercialmente disponiveis;
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- Apresenta uma via de secrecao eucarittica capaz de promover modificacdes pos-
traducionais como formacdo de pontes dissulfeto, O- e N- (glicosilacdo e
processamento proteolitico.

Segundo Torres e Moraes (2000), a maioria das proteinas expressas por essa
levedura sofre glicosilacdo (modificagdo pds-traducional que ocorre, primeiramente,
no reticulo endoplasmatico e, posteriormente, no aparelho de Golgi), e o tamanho da
cadeia de carboidratos adicionados por ela é bem menor que aquela adicionada por
S. cerevisiae. A estrutura destes oligossacarideos é muito similar a adicionada em
mamiferos e, por ndo ser capaz de adicionar manoses terminais com ligacfes alfa-
1,3, como S. cerevisiae, em geral as proteinas produzidas em P. pastoris sdo menos
imunogénicas. Todavia, se a glicosilacdo ndo é desejada, as proteinas de interesse
devem ser produzidas intracelularmente. Diferentemente das outras leveduras
utilizadas para expressao de genes exogenos P. pastoris hormalmente néo realiza
hiperglicosilacido da proteina secretada, ndo interferindo, portanto, nos processos de
enovelamento e dobramento finais da proteina madura (CREGG et al., 1989; GUO et
al., 2008).

Um beneficio adicional do sistema de P. pastoris que a torna muito eficiente
para a expressao de proteinas heterdlogas € a presenca de promotor forte induzivel
derivado do gene da proteina alcool oxidase 1 (AOXI) de P. pastoris que dirige a
expressdo das proteinas heterdlogas, aumentando sua expressao de proteinas em
até 100 vezes quando na presenca de metanol. Consequentemente, desencadeando
a producdo da enzima alcool oxidase que por apresentar uma baixa afinidade por
oxigénio, a alcool oxidase € hiper expressada chegando a 35% do total de proteinas
do meio de cultura (SREEKRISHNA et al., 1997).

Outra importante caracteristica de P. pastoris € que essa levedura néo é
considerada uma forte fermentadora, como S. cerevisiae. A fermentacéo realizada por
leveduras gera etanol, o qual, em culturas de alta densidade, pode rapidamente atingir
niveis toéxicos. Para uma producdo economicamente viavel de proteinas
recombinantes a concentracdo de proteinas no meio deve ser proporcional a
quantidade de células. E necessario, pois, atingir niveis de alta densidade celular os
quais ndo sao facilmente obtidos com S. cerevisiae. Em contraste, as linhagens
produtoras de P. pastoris sdo facilmente cultivadas a densidades celulares de
aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até maiores (TORRES e MORAES,
2000).
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Muitas celulases ja foram expressas e caracterizadas utilizando este organismo
como sistema de expressao heterdloga, uma das razfes é pelo fato da levedura P.
pastoris ndo apresentar atividade celulolitica. A expressdo dessas enzimas nessas
hospedeiras tem por objetivo obter a enzima em grandes quantidades e com elevado
grau de pureza principalmente para aplicagao industrial nos mais diferentes setores.
Genes de celulases dos mais diversos organismos tém sido clonados e expressos
com sucesso em P. pastoris (ARAUJO, 2012; HARNPICHARNCHAI et al., 2009;
HONG et al.,, 2007; LI et al., 2008; MOLHOJ et al., 2001; RUBINI et al., 2009;
SAMANTA et al., 2012; SHIBUYA e KIKUCHI, 2008).

2.7.2 Metabolismo do Metanol

A levedura metilotréfica P. pastoris € capaz de crescer utilizando metanol como
unica fonte de carbono e energia na auséncia de uma fonte de carbono que seja de
assimilacao mais rapida. O conceito base para o sistema de expressdo em P. pastoris
originou-se da observacdo de que algumas das enzimas requeridas para o0
metabolismo do metanol estdo presentes em niveis substanciais apenas quando as
células estédo crescendo em metanol (CREGG et al., 1993).

As primeiras reacfes ocorrem em organelas especializadas, 0s peroxissomos,
seguido por reacdes metabdlicas subsequentes no citoplasma. Os peroxissomos tém
um papel indispensavel durante o crescimento, uma vez que neles estdo presentes
as trés enzimas fundamentais para o metabolismo do metanol: a alcool oxidase (que
é fortemente reprimida por diversas fontes de carbono, como glicose e glicerol, e é
induzida pela falta de fonte de carbono), catalase e a dihidroxiacetona sintase. As
reacoes subsequentes de assimilacédo e deassimilassdo de metanol estdo localizadas
no citosol (COUDERC et al., 1980; HARTNER e GLIEDER, 2006).

Na presenca de metanol como fonte de carbono, a via metabdlica se inicia pela
oxidacdo do metanol para formar formaldeido e peréxido de hidrogénio, reacédo
catalisada pela enzima alcool oxidase (AOX), em que constitui mais de 30% do total
de proteinas sollveis da levedura. A enzima esta presente dentro de uma organela
chamada peroxissomo junto com outra enzima, a catalase que degrada o peroxido de
hidrogénio (téxico para célula) em oxigénio e agua (CREGG et al., 1989). Uma parte
do formaldeido gerado pela enzima (AOX) deixa o peroxissomo e é metabolizado no

citoplasma para formacéo de dioxido de carbono por duas desidrogenases, reacoes
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gue serdo a base para a obtencdo de energia e para o crescimento da levedura na
presenca de metanol. O formaldeido que resta na célula é assimilado para formar
constituintes celulares por um caminho ciclico que se inicia com a condensacéo do
formaldeido com xilulose 5-monofosfato, reacdo catalisada pela acdo da enzima
dihidroxiacetona sintase (DHAS) (CEREGHINO e CREGG, 2000; COUDERC et al.,
1980; HARTNER e GLIEDER, 2006). As vias de processamento do metanol sao
mostradas na figura 7.

Figura 7 - Via metabdlica do metanol em P. pastoris. 1- Alcool oxidase
(AOX); 2- Catalase; 3- Formaldeido desidrogenase; 4-Formato
desidrogenase; 5- Dihidroxicetona sintase; 6-Dihidroxicetona quinase; 7-
Frutose; 1,6- Bifosfatase.
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Fonte: Cereghino e Cregg, 2000.

Existem dois genes em P. pastoris para a enzima alcool oxidase, o gene aox1
e 0 gene aox2. Embora os produtos destes genes sejam bastante similares quanto
suas sequéncias e funcdes, mais de 95% da atividade enziméatica alcool oxidase
(AOX) é atribuida a expressédo do gene aox1 em presenca de metanol (CREGG et al.,
1993). Isso é resultado da maior forca do promotor do gene aox1 comparado ao seu
similar aox2 quando induzidos, onde € vista uma porcentagem em torno de 5% para
0 RNA mensageiro do gene aox1 entre todos os tipos de RNAs (CREGG e MADDEN,
1989).

Em células expostas a metanol como Unica fonte de carbono, o inicio da

transcricdo no promotor AOX1 é altamente eficiente comparavel aos promotores
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derivados dos genes altamente expressos da via glicolitica. No entanto, ao contrério
dos promotores glicoliticos, o promotor AOX1 é firmemente regulado e reprimido sob
condicdes de crescimento sem metanol. Uma vez que a maioria das proteinas
heterdlogas é de alguma forma estranha para a célula hospedeira, quando expressas
em altos niveis, a habilidade de manter a cultura em um estado reprimido ou desligado
é altamente desejavel. Trata-se de uma importante precaucdo para minimizar a
selecdo de mutantes que nao expressam o produto heter6logo durante o crescimento
da cultura (TORRES e MORAES, 2000).

Para ser ativado, o promotor AOX1 requer a presenca de metanol e, na
auséncia desse indutor, ele se torna reprimido. Além de metanol, o sistema AOX1
necessita da auséncia de glicose para ser inteiramente ativado. Uma vez que o
promotor AOX1 é controlado pela manipulacdo da fonte de carbono adicionado ao
meio de cultura, o crescimento e a indugéo de cepas de P. pastoris, que expressam
proteinas heterodlogas, séo facilmente obtidos em todas as escalas, desde frascos até
grandes fermentadores (TORRES e MORAES, 200).

Baseado nesses processos foi possivel propor uma variedade de vetores para
P. pastoris que utilizam o promotor AOX1 para a expressdo em grande quantidade de

proteinas recombinantes secretadas ou intracelulares (SEARS et al., 1998).
2.7.3 Linhagens de Pichia pastoris

Baseado na eficiéncia das caracteristicas da levedura metilotréfica como
sistema de expressédo heterdloga, algumas linhagens mutantes de P. pastoris foram
desenvolvidas derivadas do organismo tipo selvagem NRRL-Y 11430 (Northern

Regional Research Laboratories, Peoria, IL) (CREGG et al., 1989) (Tabela 5).

Tabela 5 - Linhagens mais utilizadas de P. Pastoris.

Linhagens Genotipo Fendtipo

X-33 Selvagem Selvagem

GS115 His4 Mut® , His’

KM71 His4, aox1::ARG4 arg4 Mut® , His
SMD1165 His4 , Prb4 Mut™ , His™, protease deficiente
SMD1168 His4 , Pep4 Mut* , His , Pep*
MC100-3 Arg4 his4 ooax1:: ARG4 aox2:: his4 Mut , His
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As linhagens foram desenvolvidas com mutagBes auxotrdficas para
proporcionar a selecédo de transformantes. H4 também mutantes com os genes da
enzima éalcool oxidase nocauteados determinando fenétipos diferenciados quanto a
assimilacado de metanol. Em outro caso, para minimizar os problemas de liberacao de
proteases no meio de cultivo foram desenvolvidas linhagens que n&o possuem genes
gue codificam alguma protease, garantindo melhor qualidade do produto secretado no
meio de cultivo. Outras linhagens foram projetadas para expressar genes de proteinas
especificas integrando no genoma da hospedeira e podem ser utilizadas como
controle de expresséao extra e intracelular (INVITROGEN, 2010).

2.7.4 Vetores de expresséo

Quanto aos vetores para expressdo heter6loga em P. pastoris existe uma
variedade de vetores disponiveis comercialmente para expressao de proteinas
heterdlogas, A estrutura basica de todos os vetores comercializados é a mesma,
sendo que nenhuma conta com origem de replicacao para levedura.

Os vetores de expressao sao geralmente do tipo integrativos, 0s quais possuem
um cassete de expressao formado pelo promotor que dirige a expresséo da proteina
heterdloga e pela regido terminadora de transcricdo do gene aoxl que proporciona
uma eficiente terminacdo da transcricdo. Além de uma marca de selecdo, sendo a
mais utilizada o gene histidinol desidrogenase (his4). Um sitio multiplo de clonagem
para insercdo do gene e ainda em alguns vetores, ha o fator alfa de S. cerevisiae
como sinal de secre¢édo do peptideo (CEREGHINO e CREGG, 2000; DE PAULA,
2006).

Esses vetores sdo caracterizados como bifuncionais (shuttle vectors), motivos
pelos quais séo utilizados para se propagar tanto em leveduras como também na
bactéria E. coli. As marcas de selecdo para vetores de expressdo podem ser
auxotréficas para P. pastoris (Qquando delecdes ou mutacBes génicas impedem a
sintese de aminoacidos essenciais para a nutricdo da levedura) e selecdo dominante
para selecdo bacteriana (no caso de genes que conferem resisténcia a algum
antibacteriano) (BOM et al., 2008).

Alguns vetores do sistema de expressao sado projetados para permitir a
secrecao de proteinas heterdlogas dirigidas por uma sequéncia sinal introduzida logo

apos a regido promotora. Entre as sequéncias sinais de secre¢fes mais utilizadas ha
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o peptideo sinal do fator sexual a (a-MF) de S. cerevisiae, mas podem ser substituidas
por sequéncias sinais da proteina nativa a ser expressa. Varias abordagens tém sido
feitas para lancar mao de novos vetores para levedura sob acao de outros promotores
gue ndo o AOX1 (ALMEIDA et al., 2005).

2.7.5 Fendtipos da levedura e sistema de integracdo no genoma

O processo de integragcédo do cassete de expressao no genoma de P. pastoris
possibilita a caracterizacdo de trés fenétipos diferentes, que estéo relacionados com
a disposicao da levedura em metabolizar o metanol. Os fenétipos classificados como
Mut+ (Methanol Utilization Plus), caracteriza as linhagens de leveduras que possuem
0S ge nes aoxl e aox2 funcionais N0 seu genoma e possuem crescimento que
aproxima daquele apresentado pela levedura selvagem, no fenotipo MutS (Methanol
Utilization Slow) as linhagens hospedeiras sdo dependentes da fraca transcricdo do
gene aox2, uma vez que possui o gene aox1 nao funcional. O fenotipo Mut- (Methanol
Utilization Minus) possui 0s dois genes aox inativos impossibilitando a metabolizacéo
de metanol (CREGG et al., 1985).

Segundo Cregg et al. (1993), existem dois mecanismos pelos quais a levedura
metilotréfica utiliza para integrar o cassete de expressao ao seu genoma: adicao e
substituicdo génica:

A integracao por adicdo segundo Daly e Hearn (2005), pode ocorrer com
vetores circulares ou linearizados no locus his4 (Figura 8) ou na regido homoéloga
AOX1(Figura 9). Essas recombina¢6es homologas entre o vetor e 0 genoma da célula
hospedeira, ocorrem por um evento conhecido como Crossing-over simples e também
podendo ocorrer inser¢cdes em tandem gerando transformantes multicopias. Sendo
assim, o numero de cépias integradas dos vetores de expressao conforme Romanos,
(1995) afeta a produtividade da proteina, podendo ser um dos pontos determinantes
da producédo. Um alto nimero de cépias do gene heterdlogo pode levar a um aumento
na producdo da proteina heter6loga, o que desperta o interesse na geracdo de

transformantes com multicépias integradas no genoma da levedura.
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Figura 8 - Esquema da integracdo no genoma da levedura por adi¢cdo génica no locus HIS4. A figura
mostra o resultado de uma insergdo do plasmideo entre as copias duplicadas dos genes HIS4/his4.

-&Sg-\:\i&\‘\i:\\i‘\":\\)\\— Pichia Genome (his4)

his4d. * mutation

v

HIS4 hisd. 4

His* His®
Fonte: Invitrogen (2010.)

Figura 9 - Esquema da integracdo no genoma da levedura por adicdo génica no locus AOX1.

(3

Pichia Genome (his4)

5" _AOX1 or sox1 ARG TT 3 5 Paor o BN TT o HISE 3 AOXT

Expression Cassette

Fonte: Invitrogen (2010).

Existem disponiveis diversas estratégias para a producdo de clones
multicOpias. Dentre estes, inclui o uso de técnicas de transformacdo com
esferoplastos, a constru¢cdo de multimeros dos cassetes de expressao in vitro, a
selecdo de transformantes em altas concentracdes de antibidtico, a amplificacdo pos-
transformacional do vetor, a integracéo direcionada para loci de DNA repetitivo, como
o rDNA, a utilizacdo de marcas auxotréficas com genes defectivos, além da selecéo
com substancias inibidoras de determinada via metabdlica, como o 3-amino-1,2,4
triazol (3-AT) (CLARE et al., 1991, DALY e HEARN, 2005; ERHART e HOLLENBERG,
1983; MARX et al., 2009; MENENDEZ et al, 2000; ROMANOS et al, 1998).
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A integracdo por substituicdo génica ocorre através por duplo crossing-over
entre o vetor e 0 genoma da hospedeira. Esse evento ocorre entre o promotor AOX1
e a regidao 3’AOX1. Resultando na remocgéo completa da regido codificadora do gene
AOX1 (Figura 10).

Figura 10 - Esquema da forma de integracdo por substituicdo génica do gene aoxl acarretando
mudanca no fenotipo da levedura hospedeira.

Vetor Unenrizado com
Belll

) AOXTY 1T 3 Genoma de Pichia

v v Plasmddio integrade ao
genoma

Fonte: Invitrogen (2010).
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3 JUSTIFICATIVA

As enzimas celuloliticas de origem microbiana tém potencial aplicacdo em
diversos processos industriais. Além disso, a manipulacéo genética de alguns micro-
organismos possibilita a producéo de enzimas com alto valor biotecnoldgico e também
algumas vantagens como a producéo de enzimas para escala industrial, condi¢cdes de
cultivo a baixo custo e flexibilidade nas condicbes de uso para determinados
processos industriais. Neste contexto, os fungos tém sido 0s microrganismos mais
reportados como fontes de novas enzimas celuloliticas.

O fungo filamentoso A. niger, tem se destacado como o melhor produtor de
celulases. No género Aspergillus encontram-se varias espécies das quais tem sido
possivel isolar, purificar e caracterizar enzimas celuloliticas com atividades
especificas como a 3-glucosidases.

Dentre os setores que mais tem motivado as pesquisas com enzimas
celuloliticas tem sido o da industria do bioetanol. A aplicacdo de celulases na
conversdo de biomassa celuloliticas em acUcares para a fermentacdo de etanol e
outros produtos pode prover grandes beneficios ambientais e econdémicos.
Combustiveis alternativos aos derivados de petréleo sdo de grande interesse para
reduzir a dependéncia mundial de recursos nao renovaveis.

Um dos grandes desafios para a producédo do bioetanol utilizando a hidrélise
enzimatica é o custo das enzimas utilizadas atualmente no processo de hidrélise
(aplicadas em escala industrial), que no Brasil € obtida em sua grande maioria pela
importacdo, elevando o custo do tratamento enzimatico. Estas enzimas precisam
promover a transformacao de aclUcares muito mais rapida e eficientemente do que é
feito no atual cenério. Além disso, devem permanecer estaveis por longo tempo (em
condicBes adversas de pH e temperaturas variadas) e ndo podem ser inibidas pelos
agentes formados pela sua propria atividade durante sua acéo (glicose e celobiose).

Devido a forte dependéncia do setor de producdo de proteinas brasileiro ao
mercado internacional, faz-se necessario o desenvolvimento de processos e formas
variadas de producéo interna. Para tanto, o emprego da biotecnologia é indispensavel
na tentativa de se desenvolver meios modernos e satisfatorios que potencialize o
desenvolvimento e a consolidagédo do mercado de producgao de enzimas no Brasil.

Neste sentido, projetos que envolvam a biotecnologia do desenvolvimento de

enzimas especificas para otimizagcdo do processo tornando-o mais rapido e eficiente
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sdo muito promissores. Uma destas abordagens da biotecnologia enzimatica é a
expressdo heterdloga de enzimas microbianas. Neste contexto, a produgdo de [3-
glucosidase por microrganismo geneticamente modificado, P. pastoris, se configura
como um grande passo para obtencdo dessa enzima com uma producao
economicamente viavel e com grande potencial para aplicacdo industrial. Ademais, os
consorcios enzimaticos comerciais, apesar de apresentar os trés grupos de celulases,
endoglucanases, celobiohidrolase, B-glucosidase, possuem uma baixa atividade [3-
glucosidasica, 0 que gera uma necessidade de suplementacdo desta enzima a estes
preparados.

Portanto, esse trabalho propde a utlizagdo da vantajosa e padronizada
metodologia de expressdo heterdloga em P. pastoris para a producdo da -
glucosidase de A. niger recombinante.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Clonar e expressar em sistema de expressao heteréloga o gene codificador da enzima

B-glucosidase de Aspergillus niger na levedura Pichia pastoris.

4.2 Objetivos Especificos

I. Otimizar a sequéncia codificadora da enzima da B-glucosidase baseados nos
codons preferenciais da levedura metilotrofica P. pastoris

[I. Construir um vetor recombinante para expressao e secre¢gdo da B-glucosidase
recombinante (rBGL) de Aspergillus niger em P. pastoris.

lll. Selecionar clones positivos de P. pastoris para expressao da rBGL de Aspergillus
niger e determinar quanto aos fendtipos provaveis.

IV. Induzir a expressao e secrecdo do gene de interesse em P. pastoris.

V. Analisar o produto recombinante.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Estratégia Utilizada

O fluxograma a seguir descreve resumidamente todas as etapas realizadas no

desenvolvimento da dissertacgao:

L1 0

Andlise in silico e sintese quimica do gene codificador da enzima B-glucosidase
de A niger para expressdo em P pastoris
- < 2 - -

Construgao do vetor para expressao'de B-glucosidase de A niger em levedura
P, pastoris (pPIC-BGL)

) 4

3

Transformacao de levedura P, pastons com o vetor pPIC-BLG
< a :

Expresséo de B-glucosidase recombinante

5.2 Linhagens de Hospedeiras

- Escherichia coli DH5aF‘lq: Gendtipos F° proAB+ laclqZAM15 zzf::Tn5 (KmR)
@80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A-
thi-1 gyro6 relAl.
- Pichia pastoris GS115 (Invitrogen®), gendtipo: his4 (delecdo do gene que sintetiza a
guarta enzima que participa da sintese de histidina) e fenétipo Mut* e His
(Incapacidade de produzir histidina). Esta linhagem possui um alelo mutante (his4) do
gene que codifica para histidinol desidrogenase (his4) para permitir a selecdo de
transformantes por complementacédo auxotréfica em meio minimo sem histidina. Esta
linhagem sera utilizada para expressao da enzima recombinante -glucosidase.
Estas linhagens comp&em o acervo de células hospedeiras do Centro de Apoio
Multidisciplinar, Laboratério de Tecnologias do DNA Recombinante da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM).
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Para cultivar os organismos foram utilizados os seguintes meios de cultivo.

5.3.1 Meios de cultivo bacteriano

- Meio LB (Luria Bertani): cultivo da cepa de E. coli DH5aF ‘Iq

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NacCl 5g/L

Agar 15 g/L

Os meios foram autoclavados a 120°C por 15 minutos. Em seguida adicionou-se o

agente antimicrobiano apropriado: ampicilina, na concentragéo final de 100 pg/mL,

guando necessario.

5.3.2 Meios de cultivo de leveduras P. Pastoris

- Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium): manutencéo da linhagem P.

pastoris GS115

Agar 20 g/L

Extrato de levedura 10 g/L
Glicose 2%

Peptona 20 g/L

Este meio foi esterilizado por autoclavagem e adicionadas posteriormente a

solugao de glicose previamente filtrada e ampicilina na concentragcdo de 100 ug/mL.

- Meio MD (Minimal Dextrose Medium): meio minimo com glicoses e histidina para

selecdo de células transformantes de P. pastoris

Agar 20 g/L
Biotina 4x10° %
Glicose 2%

YNB 1,34 %

O volume da mistura foi completado com agua e agar estéril, para meio liquido

ou sélido, respectivamente e adicionados 100 ug/mL de ampicilina.
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- Meio MM (Minimal Methanol Medium): meio minimo com metanol sem histidina para

selecéo de clones com fendétipos Mut®

YNB 1,34 %
Biotina 4 x10° %
Metanol 0,5%

Agar 20 g/L

A mistura foi completada para o volume final com agua ou agar estéril, para

meio liquido ou solido, respectivamente e recebeu ampicilina na concentragédo 100

Mg/mL.

- Meio BMGY-U (Buffered Glycerol Complex Medium): meio complexo tamponado,

com glicerol e ureia para 0 aumento massa celular de P. pastoris.

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampao fosfato pH6,0 10 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4 x10° %
Glicerol 1%

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio liquido
ou solido, respectivamente com adi¢gdo de 100 pg/mL de ampicilina.

- Meio BMMY-U (Buffered Methanol Complex Medium): meio complexo tamponado,

com metanol para inducéo da expressao da proteina heterdloga.

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampao fosfato pH 6,0 10 mM
YNB 1,34 %

Biotina 4x10° %
Metanol 0,5 %

A mistura foi completada com agua ou agar estéril, para meio liquido ou soélido,
respectivamente com adi¢cao de 100 pg/mL de ampicilina. As solugdes utilizadas na
preparacao de meios de culturas e todas outras suspensdes ou solucdes utilizadas ao

longo dos experimentos foram esterilizadas por autoclavagem e filtracao.
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5.4 Vetores Utilizados

- pPBSK-BGL (GenOne): vetor que foi usado na sintese quimica pela empresa GenOne
para abrigar o gene sintético 3-glucosidase (bgl), apropriado para ser empregado em
clonagem e sequenciamento; apresenta gene de resisténcia ao antibiético ampicilina
e flanqueando o gene sintético bgl estdo os promotores da RNA polimerase T3 e T7
gue podem ser usados para sintetizar RNA in vitro. Os promotores T3 e T7 estéo
presentes na porcao N-terminal do fragmento génico LacZ. O mapa fisico do vetor
pBSK-BGL é ilustrado na figura 11.

Figura 11 - Mapa fisico do vetor pBKS-BGL e suas principais regides. Mapa fisico obtido utilizando o
programa SnapGene®Viewer verson 2.7.

(132) NgoM1V Nael (134)

BtgzI (232)
BsaAI (237)
DrallI (240)

(5107) XmnI

M13 fwd

BgIII (653)
EcoRI (659)
(4656) NmeAIIL

BseRI (855)
BsmlI (920)
BstAPI (926)

(4569) Bsal
(4508) AhdI-_

pBSK-BGL MscI (1300)

5420 bp

——SgrAl (1463)
Alel (1464)

(3499) BspQlI - Sapl
CAP binding site!

lac operator]

|
(3217) BamHI |
(3210) NotI

¥Zra1 (2146)
AatII (2148)
PstI (2218)

SexAI* (2326)

- pPIC9 (Invitrogen): vetor apropriado para expressdo e secrecdo de proteinas
heterélogas em P. pastoris, com tamanho de 8023 pb; possui o promotor do gene do
gene codificador da enzima Alcool Oxidase | (AOX), fortemente induzivel por metanol;
sequéncia codificadora do peptideo sinal de secrecéo fator-a de S. cerevisiae (S);
origem de replicacdo funcional de E. coli (pBR322); regido de multiplos sitios de
clonagem com sitios de reconhecimento por endonucleases de clivagem stick end
(extremidade colante) e blunt end (extremidade abrupta); terminador de transcricao

préprio (TT); sitios para integracdo no genoma de P. pastoris nas regifes HIS4 ou
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AOX1; marca de selecdo auxotréfica HIS4 e gene de resisténcia a ampicilina
(INVITROGEN, 2010), conforme ilustrado na figura 12 abaixo.

Figura 12 - Mapa circular do vetor de expressado e secrecdo pPIC9 e suas principais regies.

Terminador de
transcricdo

Promotor alcool-
oxidase

Gene AmpF :
gy Peptideo
sinal Gene selvagem para
sall biossintese de
pP'Cg sl histidina
Origem de 8.0 kb
replicacdoem E.
coli

Fonte: Invitrogen (2010).

5.5 Andlise in silico e Sintese Quimica do Gene Codificador para Enzima -
glucosidase de Aspergillus Niger para Expressdo em Levedura Pichia pastoris
GS115

A sequéncia nucleotidica da enzima hidrolitica B-glucosidase foi predita a partir
da sequéncia peptidica (860 aminoacidos) depositada no banco de dados UNIPROT
com numero de registro BOYIR9 pertencente ao fungo Aspergillus Niger. Para a
otimizacdo da sequéncia (realizada manualmente) utilizada para expressao da enzima
B-glucosidase em P. pastoris levou-se em consideracao os cdédons preferenciais das
leveduras P. pastoris e o equilibrio proporcional entre o conteudo de bases
nitrogenadas citosina (C) com guanina (G) e adenina (A) com timina (T). O gene foi
flanqueado em 5 por sitios de restricdo para reconhecimento especifico das
endonucleases Bglll e EcoRI, e na regido 3 pelos sitios de restricao para
reconhecimento especifico das endonucleases Notl e BamHl. Todas as
endonucleases de restricdo geram extremidades sticky ends. O que permitiu a
subclonagem no vetor de expressao e secrecdo pPIC9 de P. pastoris. Na extremidade

3’, antecedendo o stop cédon, foi inserida uma sequéncia codificadora para cauda de
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seis residuos de histidina (His6-tag) para detecgdo/confirmacéo da proteina expressa
por meio de ensaios imunoldgicos, como forma de viabilizar sua purificacdo por
métodos cromatograficos (cromatografia de afinidade em coluna de niquel) (Figura
13).

Figura 13 - Representacao esquematica do gene sintético da enzima B-glucosidase (2568 pb) para a
sintese quimica.

[(His6-teg) | [stop codon

Balll | EcoRl DNA B- GLUCOSIDASE Not! | BamH1

Sitio de Restricdo Sitio de Restricdo

Esta construcdo génica foi quimicamente sintetizada pela empresa GenOne,
assim como, a clonagem do gene sintético da enzima B-glucosidase (bgl) no vetor
pBSK. Este vetor carregando o gene sintético bgl passou a ser denominado pBSK-
BGL com 5,420 Kb.

Durante a construcéo da sequéncia do gene bgl otimizado para expressdo em
P. pastoris foram utilizadas as ferramentas de bioinformatica Oligocalc, molecular
toolkit, NEBcutter V4.1, ClustalW?2 e Blast disponiveis na internet. A determinacéo das
propriedades tedricas como a massa molecular, sitios de glicosilagdo, ponto
isoelétrico (pl) e meia-vida da proteina recombinante, traduzida a partir do gene bgl,
foi realizada com o auxilio das ferramentas de bioinformatica EXPASy, ProtParam,
NetNGlyc 1.0 Server e NetOGlyc 3.1 Server.

5.6 Construcdo do Vetor Recombinante pPIC-BGL para Expressdao de -

glucosidase Aspergillus niger em Levedura Pichia pastoris GS115

Para construcdo do vetor de expressao e secrecdo da enzima BGL em P.
pastoris, 0 gene sintético bgl com 2568 pb foi primeiramente liberado do vetor de
clonagem pBSK-BGL por digestao dupla com as endonucleases EcoRI e Notl (New
England Biolabs). Os produtos da digestdo foram submetidos a uma corrida

eletroforética em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio na concentracdo
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de 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (UV) para confirmagéo dos produtos da
digestéo.

Em seguida, o fragmento correspondente ao gene sintético bgl foi purificado do
gel de agarose conforme o protocolo do fabricante (Anexo 1) com o kit comercial
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e ligado ao vetor
de expressdo e secrecdo pPIC9, previamente linearizado e purificado com as
endonucleases EcoRI e Notl (New England Biolabs).

A reacédo de ligacéo foi catalisada por acdo da enzima T4-DNA ligase (New
England BioLabs) conforme as condi¢des recomendadas pelo fabricante, e o sistema
foi incubado por 16 horas a 16°C respeitando as propor¢des de 3-5 moléculas de
inserto para 1 molécula de vetor. O plasmideo recombinante resultante da ligacéo do
vetor pPIC9 com o gene sintético bgl foi denominado pPIC-BGL, constituido por 10578
pb. Este plasmideo foi utilizado para transformar células de E. coliDH5aF Iq
eletrocompetentes. A figura 14 mostra o multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9 e

as suas sequencias circundantes.

Figura 14 - Mdltiplos sitios de clonagem do vetor pPIC9 e as regifes circundantes.

7'7.'1 AOX1T mMRNA S end (824)
I

TCAAAAAAC AACTAATTAT TCGAAGGATC CAAACG ATG 7

Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe Ile

a-Factor Primer Site (1152-1172) f'ml

AOXT mRNA 3 ond (1418)
|

Fonte: Invitrogen (2010)

No circulo vermelho observam-se sitios EcoRI e Notl que foram usados para

subclonagem direcional do inserto bgl no vetor pPIC9. Nos circulos pretos evidenciam-
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se os sitios de anelamento dos iniciadores que foram usados na PCR (método descrito
no item 7.7.2) para selegéo dos transformantes de E. coli DH5aF ‘Iq carregando vetor
recombinante pPIC-BGL. A setaindica o codon de iniciacéo da traducéo (ATG) a partir
do fator a do peptideo sinal e a sequéncia de clivagem proteolitica do peptideo sinal

apos o enderegcamento da proteina.

5.6.1 Transformacdo de células de Echerichia coli DH5aF’lq com o vetor

recombinante pPIC-BGL por eletroporacao

As bactérias que se tornaram eletrocompetentes (anexo 2) foram retiradas do
freezer - 80°C e deixadas descongelando em banho de gelo, foram transferidos 37,5
ng do DNA plasmidial para o tubo contendo as células bacterianas, repassando a
mistura para uma cubeta de 1mm e incubou-se no gelo por 5 minutos. Foi aplicado
um pulso elétrico de 1900 Volts em aparelho de eletroporacdo (Mod. Eletroporator
2510 Eppendorf, cubeta com passagem de 1,0 mm e capacidade de 80 yL de células
competentes). Imediatamente apds o pulso elétrico, foi adicionado 1 mL de meio LB
liquido, transferido o contetddo para um microtubo de 1,5 mL e incubou-se a 37°C por
1 hora, com agitacdo lenta seguido de semeadura em meio LB sdélido contendo
ampicilina na concentragao de 100 ug/mL e mantida em estufa bacteriolégica a 37° C
por 20 horas. Os clones foram selecionados por apresentarem resisténcia ao
antibidtico ampicilina, que apenas é conferida se o plasmideo foi inserido na

hospedeira.

5.6.2 Extracdo de DNA plasmidial pPIC-BGL

Para a extracdo do DNA plasmidial dos clones que apresentaram habilidades
em crescer em meio LB com ampicilina na concentragao 100 ug/mL, foi preparado um
pré-indculo de células transformadas (E. coli DH5a) com a transferéncia de uma
col6nia isolada da placa de transformantes para cada tubo contendo 5 mL de meio LB
e ampicilina 100ug/mL com o auxilio de palitos de dentes estéreis, incubou-se em
estufa bacteriol6gica a 37°C, 1800 rpm por 16 horas.

Em seguida, todos os procedimentos foram obedecidos conforme o manual
(anexo 3) do kit llustra PlasmidPrep Mini Spin kit (GE Healthcare). O qual possui

solugcdes que atua nas fases de lise celular, desproteinizagéo, lavagem e eluicdo do
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DNA plasmidial. O perfil eletroforético dos produtos da extracdo plasmidial foram
visualizados em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio na concentracdo
de 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

Amostras provenientes da extragcdo plasmidial foram avaliadas por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Nessa metodologia,
as amostras foram diluidas com agua deionizada (1/100). Posteriormente, selecionou-
se 0 método que melhor absorvemos DNA e proteinas, procedeu-se com a leitura do
branco (agua deionizada), em seguida, procedeu-se com a leitura das amostras de
DNA plasmidial nos dois comprimentos de onda definidos (260 e 280 nm) e finalmente,
a anotacao dos valores das absorbancias nos dois comprimentos de onda para a
obtencao da pureza e a quantificacdo das amostras de DNA plasmidial.

5.7 Analises para Confirmacao da Construcao do Vetor Recombinante pPIC-BGL

5.7.1 Analise de restricdo do vetor recombinante pPIC-BGL com as enzimas EcoRlI e
Notl

O DNA plasmidial extraido da hospedeira foi submetido a anélise de restricao
por endonucleases para confirmacdo da correta construcdo do plasmideo
recombinante (pPIC-BGL). Para isto, foram realizados dois sistemas de digestao:
digestdo analitica (verificar a eficiéncia e funcionalidade das enzimas de restricao) e
digestdo preparativa (digestdo em volumes maiores para obtencdo de grandes
volumes de DNA digerido). Na digestao analitica, o DNA plasmidial foi submetido a
dupla digestdo com as endonucleases EcoRI e Notl (New England Biolabs),
apresentando as seguintes condi¢des de reacao: NEB 3 10X, BSA 100 pg/mL, 5 U/uL
das enzimas e 37,5 ng de DNA totalizando um volume final de 10 pyL de reacdo. Na
digestdo preparativa, o DNA plasmidial foi digerido com as mesmas enzimas de
restricdo da digestdo anterior. Apresentando as seguintes condicdes de reacdo: NEB
3 10x, BSA 100ug/mL, 5 U/uL das enzimas e aproximadamente 10 ug de DNA
totalizando um volume final de 500uL. A analise das digestdes e confirmacédo da
correta construcao do vetor recombinante pPIC-BGL foi realizada por eletroforese em
gel de agarose 0,8% e corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL e visualizado sob luz
uVv.
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5.7.2 Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR) do plasmideo recombinante pPIC-BGL

Para a confirmacdo da presenca do inserto no DNA plasmidial extraido da
hospedeira, foi necessario a realizacdo da Reacao da Cadeia de Polimerase (PCR).
Na reacao de PCR, os primers Foward 5" AOX1 e Reverse 3"AOX1 foram previamente
sintetizados possuindo sequéncias especificas de anelamento dentro das regides
promotora 5°’A0OX1 e 3’AOX1 do vetor recombinante pPIC-BGL. Isso permitiu
amplificar somente a regido em que o gene de interesse (bgl) esta localizado. Em cada

reacao foram utilizados:

Reagentes Vol. p/ 1 reacao
H.O Mili-Q 12,45 pL

MgCl, 25mM 0,75 pL
Tampéo da enzimalOX 2,5uL

dNTPs 2,5 Mm 5 uL

Primer F (5.0 pMol/uL) 1,5uL

Primer R (5.0 pMol/uL) 1,5uL

Tag. DNA polimerase (invitrogen) 0,3 uL

DNA plasmidial 1L

Volume final 25 pL

As reacdes foram elaboradas em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems), e o programa para as amplificagcbes consistiu de uma etapa
desnaturacdo de 3 minutos a 94°C, seguido de 34 ciclos compostos de 40 segundos
de desnaturacdo a 94°C, 30 segundos a 55°C para anelamento dos primers, com
temperatura de extensdo a 72°C por 2 minutos, e mais 10 minutos de elongacéao final
a 72 °C. Os produtos resultantes da PCR foram verificados quanto sua qualidade e
concentracdo em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e

visualizado sob luz UV.

5.7.3 Sequenciamento do plasmideo recombinante pPIC-BGL

Para a confirmagao da presenca do inserto bgl nos clones transformantes e sua

integridade génica, foi necessério a realizagdo do sequenciamento dos plasmideos
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recombinantes pPIC-BGL. As reacOes de sequenciamento foram elaboradas no
sequenciador ABI3500 da Life Tecnologies em que se utiliza o método Sanger de
sequenciamento.

Para a realizacdo do sequenciamento, foi necessario a realizacado do preparo
do pré-mix nas seguintes condigbes de reagao: ABI BigDye v.3.1; 5,0 pmol/uL do
Primer Foward ou Reverse; replecement Buffer 5X; 500 ng do DNA plasmidial e &gua
deionizada até que completasse um volume final de rea¢do de 10 yL. Seguidamente
foi distribuido o mix para cada po¢o da microplaca para a extensao do fragmento
correspondente ao gene bgl obedecendo as seguintes condigdes:

e Etapa 1: um ciclo de desnaturacdo de 1 minutos a 96°C.

e Etapa 2: 15 ciclos compostos de 10 segundos de desnaturacdo a 96°C, 30
segundos a 50°C para anelamento dos primers iniciadores, com temperatura
de extens&o a 60°C por 1 minuto e 15 segundos.

e Etapa 3: um ciclo de desnaturacdo de 1 minutos a 96°C,

e Etapa 4: 5 ciclos compostos de 10 segundos de desnaturacdo a 96°C, 15
segundos a 50°C para anelamento dos primers iniciadores, com temperatura
de extensdo a 60°C por 2 minutos.

Posteriormente, os produtos da reacdo de amplificacdo foram submetidos a
precipitacdo de placa em sequenciador ABI, adicionando em cada placa 2,5 uL de
EDTA; 30uL de alcool etilico absoluto; agitou-se as placas em vortex; seguido de
repouso das placas por 15 minutos; centrifugou-se a 2500 rpm a 4°C por 30 segundos;
apos a centrifugacdo as placas foram descobertas e invertidas em papel toalha
seguida de centrifugacdo a 100 rpm a 4°C por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se em
cada pogo 30uL de alcool etilico diluido a 70%, centrifugou-se a 1650 rpm a 15
minutos; novamente a placa foi invertida em papel toalha, seguida de centrifugacéo
invertida da placa a 100 rpm por 1 minuto. Apés isto, a placa foi secada por 15 minutos
em fluxo de ar e ressuspendeu-se as amostras em 10 yL de formamida HiDi com
agitacdo lenta em vortex; amostras foram levadas ao termociclador para a realizacao
da desnaturacdo a 95°C por 2 minutos e finalmente, a injecdo das amostras

precipitadas para seu sequenciamento.
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5.8 Transformacé&o de Levedura Pichia pastoris GS115 com o Vetor pPIC-BGL

5.8.1 Linearizacédo dos vetores de expressao pPIC-BGL e pPIC9 com a enzima Bglll

O objetivo deste ensaio, foi linearizar os vetores pPIC-BGL e pPIC9 para
transformacao da hospedeira e integracao dos cassetes de expressdo no genoma de
P. pastoris. Para isto, houve a necessidade de se realizar um ensaio piloto (digestéo
analitica) para verificar a eficiéncia e funcionalidade da digestdo para posterior
elaboracdo de uma digestdo em volumes maiores (digestao preparativa). Na digestao

analitica prepararam-se quatro sistemas de digestdo com a enzima Bglll (Biolabs):

SISTEMA | SISTEMA I
DNA (pPIC-BGL) ---------- 187,5 ng DNA (pPIC9)  ----mmmmmem- 125 ng
Tampé&o NEB 3 10x -------- 1L Tamp&o NEB 3 10x ----- 1uL
Enzima Bglll  --------------- 0,5uL (10U/uL) Enzima Bglll  -------------- 0,5uL (10U/pL)
T O 3,5uL H,O -3,5 L
Volume final ---------------- 10 pL Volume final -------------- 10 pL
L

Apoés a montagem dos sistemas, as amostras foram incubadas em banho seco
a 37 °C por trés horas. A analise da digestéo para verificar a eficiéncia e funcionalidade
da digestao dos vetores pPIC-BGL e pPIC9 foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose 0,8% e corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL e visualizado sob luz
UV. Confirmada a eficiéncia da digestdo analitica, foi necessario preparar dois

sistemas de digestao preparativa com a enzima Bglll (Biolabs):

SISTEMA | SISTEMA I
DNA (pPIC-BGL) -------- 21ug DNA ( pPIC9) ---------mm--- 14ug
Tampéo NEB 3 10x ------- 50 uL Tampéo NEB 3 10x ------- 50 uL
Enzima Bglll  --------------- 2,5uL (10U/ L) Enzima Bglll  --------------- 2,5uL (10U/ L)
O s 197,5uL H,0----- -197,5uL
Volume final --------------- 500 pL Volume final ---------------- 500 pL

Apds a montagem dos sistemas, incubou-se em banho seco a 37°C por quatro
horas. A andlise da digestdo de linearizacdo dos vetores pPIC-BGL e pPIC9 foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8% e corado com brometo de

etidio 5,0 ug/mL e visualizado sob luz UV.
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5.8.2 Precipitacdo com acetato de amonio dos vetores pPIC-BGL e pPIC9

O objetivo deste método foi precipitar os produtos da digestdo preparativa
(sistema | pPIC-BGL e sistema Il pPIC9) linearizados com Bglll para concentrar o
DNA, utilizados na transformacgéo da levedura metilotrofica P. pastoris para facilitar a
integracdo do cassete de expressao no genoma da hospedeira.

Nesse método, foram utilizados aproximadamente 21 yg de DNA do sistema |
(pPIC-BGL) e aproximadamente 14ug de DNA do sistema Il (pPIC9). Adicionou-se em
cada microtubo das amostras 1/10 do volume de acetato de aménio 7,5 M, 2,5
volumes de etanol 100% gelado e 1 uL de glicogénio (10 mg/ml) para aumentar a
eficiéncia da precipitacdo. Incubou-se a -20°C em over nigth, centrifugou-se em
centrifuga refrigerada a 12000 rpm por 40 min a 40°C, descartou-se o sobrenadante
cuidadosamente e lavou-se o sedimento com 1 mL de etanol 70% gelado (sem
ressuspender o sedimento), novamente foi centrifugado nas mesmas condi¢des
anteriores, seguido do descarte dos sobrenadantes. As amostras foram secadas em
camera de fluxo laminar a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos e
posteriormente, ressuspendeu-se cuidadosamente com 10 yL de agua deionizada
seguida de sua armazenagem em freezer -20°C. A analise da precipitacéo dos vetores
pPIC-BGL e pPIC9 foi realizada por eletroforese em gel de agarose 0,8% e corado

com brometo de etidio 0,5 pyg/mL e visualizado sob luz UV.

5.8.3 Transformacéo da levedura Pichia pastoris GS115

Para a transformacao da levedura metilotréfica foi realizada a preparacao de
células eletrocompetentes de P. pastoris GS115 (anexo 4), as quais apds o impulso
elétrico tiveram o cassete de expressao do gene da B-glucosidase integrado em seu
genoma.

Na estratégia de transformacao, foi preparado dois sistemas de transformacao:
No primeiro sistema, 80 pL de células de P. pastoris eletrocompetentes foram
homogeneizadas com aproximadamente 17 ug do DNA linearizado (pPIC-BGL). No
segundo sistema 80 pyL de células de P. pastoris eletrocompetentes foram
homogeneizadas com aproximadamente 10 ug do DNA linearizado (pPIC9). Cada
mistura foi transferida para uma cubeta de 2 mm e incubada em gelo por 5 minutos.

A eletroporacao ocorreu em aparelho do tipo Eletroporator 2510 (Eppendorf), utilizou-
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se uma voltagem de 1500 V, sendo imediatamente adicionado as cubetasl mL de
sorbitol 1 M gelado, transferiu-se cada contetido para um microtubo tipo Eppendorf de
1,5 mL estéril. Volumes de 200-500 pL das células recém transformadas foram
semeados em placas de Petri contendo o meio MD e incubadas por 3 dias em estufa
bacteriolégica a 30°C.

5.8.4 Integracao no locus AOX1 por substituicdo génica

A integracdo do cassete de expressdo no genoma da hospedeira ocorreu por
recombinacdo homéloga dupla, devido o vetor de expressao ser linearizado com a
enzima de restricao Bglll. Nesse tipo de recombinacéo, ocorreu a substituicdo do gene
aox1 pelo cassete de expressao contendo o gene de interesse, modificando o fendétipo
das células hospedeiras para Mut®. Nessa estratégia de integracdo, poderdo ser
obtidos dois fendtipos de levedura P. pastoris: o fenotipo Mut® que apresentara a
substituicdo do gene aoxl e o fendtipo Mut*, apresentados por leveduras onde néo
ocorreu a substituicdo do gene aox1, mas sim a integracéo do cassete de expressao.
A selecao dos clones recombinantes foi realizada pelas suas habilidades de
crescerem em meio sem o0 aminoacido histidina (MD), utilizado como marca de

selecao auxotrofica.

5.9 Expressao da B-glucosidase de Aspergillus niger Recombinante

5.9.1 Inducdo em meio sélido dos clones recombinantes pPIC-BGL

Os clones de P. pastoris que apresentaram habilidades de crescer em meio
minimo sem histidina foram selecionados para realizacdo do screening, para
verificacdo da sua capacidade de expressar e secretar a enzima [3-glucosidase em
placas de Petri. Para tanto, todos os clones foram semeados em sistema réplica-
plating em placas de Petri contendo o meio MD juntamente com clones de P. pastoris
transformadas com o vetor pPIC9 (controle negativo), e clones que serviram de
controle positivo transformados com o vetor pPIC-tGH para expressédo de proteina
recombinante apresentando cauda de histidina em sua sequéncia peptidica (SADALA
et. al., 2014). Foram incubadas a 30°C por 72 horas. Seguidamente, os clones foram

transferidos para o meio BMGY-U para o crescimento de massa celular e as culturas
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foram incubadas a 30°C por 72 horas. Apdés, os clones foram transferidos para o meio
BMMY-U contendo metanol 0,5% para induzir a expressao e incubadas a 30°C por
120 horas. A cada 12 horas foram adicionados 0,5 mL de metanol 0,5% nas tampas
das placas das culturas a fim de manter a indugcdo da expressao génica da (-

glucosidase controlada pelo promotor AOX integrado no genoma da levedura.

5.9.2 Colony Blotting — imunodeteccéo de cauda de poli-histidina na por¢ao C-terminal

Nesse experimento, foi selecionada uma placa da inducdo em meio sélido (item
5.9.1) para o ensaio de imunodetecc¢éo da cauda de poli-histidina localizada na porgéo
C-terminal da sequéncia polipeptidica das proteinas.

Primeiramente recortou-se a membrana de nitrocelulose de acordo com
diametro da placa dos clones de forma que ela se encaixasse perfeitamente dentro
da placa. A membrana foi posta sobre a cultura dos clones celulares cobrindo toda
extensdo dos clones, colocou-se diversas camadas de papel filtro e papel toalha e
juntamente com um peso sobre a placa para facilitar a transferéncia por capilaridade
das proteinas marcadas com cauda de histidina para a membrana de nitrocelulose em
intervalo de 4 horas. Posteriormente, retirou-se as camadas de papel filtro, e
identificou-se o lado da membrana que esteve em contato com os clones e colocou-
se a membrana de nitrocelulose em uma placa estéril com o lado das colénias voltadas
para cima.

Apés a transferéncia das col6nias para a membrana de nitro celulose (que
possui uma alta afinidade por proteinas) por um periodo de 4 horas, foi necessario
bloqueé-la para evitar que os anticorpos se ligassem a toda a superficie da membrana
e ndo, como desejado, especificamente a cauda de poli-histidina das proteinas
recombinante. Apds o blogueio, a membrana foi lavada com a solucéo de lavagem a
fim de retirar todos os restos celulares e a solu¢do bloqueadora. Depois de lavada, foi
adicionada a membrana o anticorpo primario (desenvolvido em camundongo), que se
ligou especificamente a cauda de poli-histidina das proteinas recombinantes
imobilizadas na membrana. Por se tratar de um anticorpo monoclonal sdo mais
especificos na deteccdo de moléculas marcadas do que os anticorpos poli clonais que
sdo mais sensiveis, porém menos especificos, e, portanto, suscetiveis a resultados

falso positivos.
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Depois de sucessivas lavagens para remoc¢do das moléculas de anticorpo
primario que ndo se ligaram a cauda de poli-histidina, foi realizado um tratamento com
o0 anticorpo secundéario (conjugado) que pode ser definido como moléculas de
antigenos (com afinidade de se ligar especificamente ao anticorpo primario
desenvolvido em camundongo) ligados covalentemente a enzima fosfatase alcalina,
de modo a conservar as duas fun¢des das duas moléculas conjugadas: atividade
enzimatica da enzima e antigenicidade do antigeno. E finalmente, a membrana foi
tratada com o substrato cromogénico sob acdo enzimatica da fostatase alcalina do
anticorpo secundario revelou produtos coloridos.

Ao término desta etapa, seguiram-se 0s procedimentos de deteccdo e
revelacdo da cauda de histidina C-terminal conforme o protocolo de Imunodeteccéao
Cromogénica Western Breeze da Invitrogen Life Tecnologies (WesternBreeze®
Cromogenic western Blot Immunodetection kit) descrito no anexo 5. Apos a revelacéo
da membrana, clones recombinantes positivos para 3-glucosidase foram selecionados

para 0s experimentos posteriores.

5.9.3 Determinacao dos recombinantes com de fendétipos Mut* e Mut®

Para determinacdo dos fendtipos dos clones recombinantes capazes de
expressar e secretar o gene de interesse, 0s mesmos foram plagqueados no sistema
de réplica-plating em meio MD e MM e incubados a 30°C por 72 horas com adicéo de
0,5 mL de metanol 0,5% a cada 24h de na tampa das placas com MM. A diferenca na
velocidade de crescimento dos clones no meio MM revelou seus respectivos
fendtipos. Células com crescimento mais rapido foram caracterizadas como Mut®,
diferentemente das Mut® que cresceram mais lentamente quando metanol € a Unica
fonte de carbono (INVITROGEN, 2010).

5.9.4 Cinética de inducdo enzimatica
Esses procedimentos permitirdo analises da atividade enzimatica e a

construcdo de uma curva de crescimento das células de P. pastoris GS115

recombinantes.
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5.9.4.1 Indug&o em meio liquido para clones recombinantes com fenotipos Mut* e Mut®

ApGs a caracterizacdo fenotipica dos clones recombinantes de P. pastoris, foi
possivel selecionar um clone pPIC-BGL Mut* (clone 46); um clone pPIC-BGL Mut®
(clone 22) e um clone pPIC9 sem inserto (controle negativo) para a realizacdo do
ensaio de inducdo da expresséao heteréloga em frascos agitados.

A inducdo da expressdo génica foi realizada a partir de repiques em placas
contendo o meio MD com ampicilina na concentragdo de 100 pg/mL. Apds o
crescimento, os clones obtidos foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGY -
U em frascos de 250 mL, os quais foram incubados a 30°C sob agitacdo de 200
rpm/minuto, até a cultura atingir D.O.e00 €ntre 2-6, por tempo de aproximadamente 18
a 24 horas.

Ao atingir a D.O.e0o Nm necessaria, as culturas foram centrifugadas 3000
rpm/10 minuto a 4°C e ressuspendidas em 50 mL de meio BMMY-U em frascos de
500 mL de modo que a D.O.so0 Nm inicial ficasse proximo de 1, as quais foram
incubadas a 30°C sob agitacdo de 200 rpm/minuto. A inducéo do promotor AOX1 o
gual sintetiza a transcricdo de gene bgl integrado no genoma da hospedeira, foi
realizado por adicdo de 0,5% (v/v) de metanol PA a cada 12 horas nas culturas
celulares. Apos o inicio da inducéo, que teve duracdo de 120 horas, aliquotas de 1mL
foram retiradas em duplicata nos tempos Oh, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 horas de
inducao.

Um dos grupos das aliquotas que foram retirados nos tempos de inducao, foi
imediatamente lido em espectrofotdmetro em comprimento de onda 600 nm para a
construcéo da curva de crescimento dos clones induzidos. A curva de crescimento da
levedura foi determinada medindo-se a absorbancia do comprimento de onda 600 nm
em cada tempo. O crescimento celular obtido foi convertido para g/L utilizando a
formula (g/L) = 0,22 x D.O. soo NmM, conforme descrito por Nakano et al., 2006.

Outro grupo da duplicata das amostras retiradas foi centrifugados a 12000 rpm por 5
minutos a 4°C e os sobrenadantes foram recuperados e estocados em freezer -20°C
para posterior analise de expressao da proteina recombinante em gel SDS-PAGE e

qguantificacdo de proteinas totais.
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5.10 Analise do Produto Expresso em Gel Desnaturante SDS-PAGE

A analise da proteina recombinante secretada pela levedura P. pastoris foi
realizada por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)
conforme descrito por (SAMBROOK et al., 1989). Os sobrenadantes dos clones Mut*
(clone 46) e Mut® (clone 22) obtidos durante a cinética de inducdo foram precipitados
na presenca de acetona P.A. e TCA (10%). O precipitado foi ressuspendido em 50 uL
de tampé&o de amostra de eletroforese 1X para SDS-PAGE (200 mM Tris-HCI pH 6,8;
0,1% azul de bromofenol p/v; 4% SDS v/v; B-mercaptoetanol 4%; 20% glicerol v/v).
Em seguida as amostras foram fervidas em banho Maria por 5 minutos, e incubadas
imediatamente em gelo até aplicacdo no gel.

Nessa metodologia, foram preparados dois géis de poliacrilamida para a corrida
eletroforética, cada gel foi composto por gel separador na concentracdo de 10% e o
gel concentrador 5%. A corrida eletroforética foi realizada em sistema Mini
PROTEAN® Tetra Sistem (BioRad) em tampéao de corrida Tris-glicina 1X pH 8,3 por
40 minutos em voltagem de 250V. Tendo como marcador de massa molecular o
marcador Page RulerTM Plus Prestained Protein Ladder que mede uma faixa de 250
a 10 kDa.

Apés a corrida, os géis foram corados com a solucdo de azul brilhante de
Coomassie G250. Esta coloracéo consistiu de 0,1% de Coomassie G250 p/v, acido
fosforico 2% v/v, sulfato de amoénio 10% p/v e metanol 20% v/v. Inicialmente incubou-
se o gel por 30 minutos na solucéo fixadora (Acido acético 10%; metanol 40%; H.0O
mili-Q) seguido de uma incubacao over-night em uma solucédo de Coomassie coloidal
para a detecc¢éo das proteinas. Finalmente, a descoloracéo do gel em agua destilada,

solucéo descorante e a captura da imagem do gel corado via scanner.

5.11 Quantificacdo de Proteinas Totais

A guantificacdo das proteinas totais solUveis foi realizada utilizando o kit de
Ensaio de Proteinas BCA (Thermo) que € baseado na metodologia descrita por Smith
et al., 1985. A reacdao foi realizada conforme especificagdes do fabricante. A curva
padrao foi efetuada utilizando uma massa de proteina da albumina do soro bovino
variando de 0 a 12ug. O método combina a redugdo do Cobre (Cu*? para Cu*?) pela

proteina em um meio alcalino, com a alta sensibilidade e seletividade da deteccgéo
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colorimétrica do cation de cobre (Cu *!) utilizando um reagente Unico contendo acido
bicinconinico.

A coloracdo purpura resultante da reacédo é formada pela interacdo de duas
moléculas do reagente BCA com um ion de cobre (Cu*l). Este complexo solivel em
dgua exibe uma alta absorb&ncia a 562 nm com resultados aproximadamente
lineares, permitindo a quantificacdo de proteinas na faixa de 20 - 2.000 ug/mL quando

medidas em um espectrofotdmetro.

5.12 Ensaios Enzimaticos para a Determinacao da Atividade do Produto Génico

5.12.1 Ensaio quantitativo para atividade B-glucosidasica

A quantificacdo da atividade sacarificante da B-glucosidase foi procedida apos
a obtencdo dos sobrenadantes da fase de inducédo de 120 horas de inducédo dos
clones recombinantes Mut* (clone 46) e Mut® (clone 22). A determinacéo da atividade
B-glucosidasica em celobiose, foi realizada em microtubos Eppendorff com
capacidade de 2,0 mL, em banho de gelo, onde ocorreu a transferéncia de 50 yL de
extrato enzimatico extracelular, previamente diluidos em tampéo citrato de sodio 0,05
M pH 5,0, e 50 uL de solugéo de celobiose 15 mM pH 5,0 por 30 minutos a 50°C em
banho tesmostatizado. Apds o tempo reacional, os tubos foram imediatamente
incubados a 100°C por 10 minutos, de forma a promover a inativacao das enzimas.
Posteriormente foi adicionado 1 mL do reativo enzimatico para dosagem de glicose
(kit Glucose Liquicolor da In Vitro) para cada microtubo, e novamente levado para
incubacédo a 37°C por mais 15 minutos. No branco foram utilizados 100 pL de solucéo
tampéo e, no padrdo, 10 puL de glicose. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e
adicionados ao sistema um volume de 910 pL de agua destilada, com excecédo do
padrdo (1 mL). A leitura da absorvancia foi realizada no comprimento de onda de 505
nm (Spectrumlab, 22pc) com posterior correlacdo com curva padrdo da glicose
(adaptado de GHOSE, 1987). As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando
glicose como padréo.

A atividade foi medida por meio do reativo enzimatico para dosagem de glicose
(kit Glucose Liquicolor da In Vitro) que se baseia na agéo da glicose oxidase (GOD)
gue catalisa a oxidacdo da glicose em acido glicbnico e perdxido de hidrogénio.

Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento catalisada pela peroxidase (POD),
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o peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, formando um
complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja absorbancia medida em 505nm é
diretamente proporcional & concentracdo de glicose na amostra (MIRON et al., 2008;
SCHMIDELL et al., 2001).

A quantificacdo da glicose liberada foi baseada em uma curva padréo de
glicose de concentracdo maxima de 5,0 mg/mL de glicose. A partir da concentracéo
de glicose foi determinada a atividade enzimatica (U/L). Uma unidade de atividade 3-
glucosidésica (U) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberacéo
de 1umol de glicose por minuto, sob as condi¢gdes de ensaio padréo (50°C por 30

minutos).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise in silico e Sintese Quimica do Gene Codificador para Enzima -

glucosidase Aspergillus niger para Expressao em Levedura Pichia pastoris

Os motivos pelos quais levaram a escolha da enzima B-glucosidase de A. Niger
para clonagem e expressado na levedura metilotrofica Pichia pastoris se deu devido o
A. niger ser um fungo filamentoso e segundo Soccol et al. (1994) s&o considerados os
melhores produtores de enzimas celuloliticas por produzirem naturalmente as
celulases necessarias para a sacarificacdo completa de lignocelulose. Outro motivo,
segundo Schuster e Schmoll (2010), esses microrganismos sao capazes de produzir
eficientemente grandes quantidades de B-glucosidase. Desta forma, foi possivel a
realizacdo de busca da sequéncia peptidica enzima B-glucosidases de A. Niger no
banco de dados UNIPROT com numero de registro BOYIRO.

A sequéncia nucleotidica de B-glucosidase de A. niger foi confirmada com
aproximadamente 2580 pares de bases e identificada como um polipeptidio com 860
residuos de aminoacidos e designada, segundo o servidor CAZy (Carbohydrate Active
Enzymes) como uma B-glucosidase glicosilhidrolase familia 3. De acordo com o banco
de dados ExPASy, a sequéncia nucleotidica do gene bgl otimizada com os cédons
preferenciais da levedura P. pastoris possui um peso molecular 103,42 kDa e ponto
isoelétrico de 4,61. Para verificar possiveis sitios de N- e O- glicosilacGes da proteina,
foram realizadas predicbes pelos servidores NetNGlyc 1.0 Server e NetOGlyc 3.1
Server, respectivamente, nos quais foram encontrados 14 sitios N- glicosilacdo e 6

sitios de O- glicosilacdes na proteina.

6.2 Construcdo do Vetor Recombinante pPIC-BGL para Expressdao de -

glucosidase Aspergillus niger em Levedura Pichia pastoris GS115

Para a construcéo do vetor recombinantes pPIC-BGL, houve a necessidade da
liberacdo do inserto correspondente ao gene sintético bgl do vetor de clonagem pBSK-
BGL (previamente clonado em E. coli DH5a) e a linearizagao do vetor de expressao e

secrecéo pPIC9 intacto, clivados com as mesmas endonucleases (EcoRI e Notl) afim
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de se obter extremidades coesivas semelhantes para o direcionamento da clonagem
do gene bgl neste vetor de bifuncional.

Na figura 15 é demonstrado o perfil eletroforético da digestdo do vetor de
clonagem pBSK-BGL com endonucleases EcoRI e Notl, possibilitando a liberacdo de
um inserto esperado com tamanho de 2551 pb correspondente ao gene sintético bgl
(indicado pela seta simples inferior), e a digestdo do vetor pBSK-BGL com as

endonucleases de restricdo separadamente e o vetor intacto.

Figura 15 - Perfil eletroforético em gel 0,8 % de agarose da dupla digestdo do vetor pBSK-BGL com as
endonucleases EcoRI e Notl. M-marcador Molecular de 1kb; 1-Vetor pBSK-BGL digerido com EcoRI e
Notl; 2- Vetor pBSK-BGL digerido com EcoRI; 3-Vetor pBSK-BGL digerido com Notl; 4-Vetor pBSK-
BGL intacto.
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Na figura 16 € possivel observar a linearizacdo do vetor pPIC9 com as
endonucleases EcoRlI e Notl (coluna 1) por apresentar uma Unica banda bem intensa,
diferentemente do vetor pPIC9 intacto que apresenta pelo menos trés bandas
correspondente as formas topoldgicas do vetor e também, um tamanho diferenciado
de 8010 pb.
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Figura 16 - Perfil eletroforético em gel 0,8 % de agarose da dupla digestao do vetor pPIC9 com as
endonucleases EcoRI e Notl. M- Marcador molecular de 1kb 1-Vetor pPIC9 digerido com EcoRlI e Notl.
2-Vetor pPIC9 digerido com EcoRI; 3-Vetor pPIC9 digerido com Notl. 4-Vetor pPIC9 intacto.
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Na figura 17 é apresentado o resultado da purificacdo do fragmento bgl e do
vetor pPIC9, ambos digeridos com EcoRI e Notl. O inserto correspondente ao gene
bgl (circulo amarelo) juntamente com o vetor pPIC9 linearizado (circulo vermelho)
foram purificados do gel de agarose para a construgcéo do vetor recombinante pPIC-
BGL. A ligacéo foi realizada com a enzima T4 DNA ligase e o produto dessa reacao

foi usada para transformar E. coli DH5a.

Figura 17 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da purificag&o do inserto bgl e do vetor pPIC9
digeridos com EcoRI e Notl. M - Marcador molecular O’ geneRuler 1Kb DNA ladder, ready-to-use
(Thermo Scientific). 1- Inserto bgl; 2- pPIC9 linearizado.
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Na figura 18 é demonstrado o mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-
BGL ap6s a purificacdo e insercdo do gene bgl, que foi clonado apds a sequéncia
promotora do gene AOX1 seguida da sequéncia sinal do fator-alfa de S. cerevisiae,
gue funciona como um peptideo de sinalizacao de secrecdo da proteina recombinante
em sistemas de expressao e anteriormente a regido de término de transcri¢édo (TT) do
gene AOX1, sendo flanqueado pelas enzimas de restricdo EcoRI e Notl. Este novo

vetor de expresséao foi denominado pPIC-BGL.

Figura 18 - Mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-BGL construido pela ligacdo do gene da beta
glucosidase (bgl) ao vetor pPIC9, situado apés a regido codificadora do peptideo sinal de secrecao
fator a. Mapa fisico obtido utilizando o programa SnapGene®Viewer verson 2.7.
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Apbs a transformacao de E. coli DH5a com o produto da ligagdo do gene bgl
ao vetor pPIC9 (pPIC-BGL) foi possivel identificar cerca de 18 clones transformantes
gue possivelmente carregava o gene bgl. Para verificar a ligacédo do inserto ao vetor
foi selecionado dois clones crescidos em placa, e somente um clone (indicado pela
seta) foi selecionado para a andlise de restricdo dupla por apresentar uma maior
intensidade da banda e consequentemente uma maior concentragao
(aproximadamente 37,5 ng/uL) de DNA plasmidial. onforme é demonstrado na figura
19.
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Figura 19 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos plasmideos recombinantes extraidos dos
clones de E. coli DH5a transformados geneticamente. 1-Vetor pPIC9 intacto; 2-Vetor pPIC9 linearizado
sem inserto; 3-Clone 1 pPIC-BGL; 4-Clone 2 pPIC-BGL.

6.3 Andlises para Confirmacao da Construcao do Vetor Recombinante pPIC-BGL

O clone selecionado foi submetido a transformacdo em E. coli DH5a
eletrocompetentes, extracdo plasmidial e a andlise de restricdo endonucleasica,
reacdo de PCR e sequenciamento para a confirmacéo da correta construcéo do vetor
recombinante pPIC-BGL.

Na figura 20, € apresentado o perfil eletroforético da digestdo dupla do vetor
recombinante pPIC-BGL. Desta forma, confirmou-se a correta construcdo com a
consequente liberacdo de um fragmento de esperado de 2551pb correspondente ao
gene da enzima B-glucosidase (indicado pela seta) e um fragmento com tamanho
aproximado ao tamanho do vetor pPIC9 com 8010 pb (coluna 2). Apds essa
confirmacao, os plasmideos recombinantes foram utilizados na Reacéo da Cadeia de
Polimerase, reacdo de sequenciamento e transformacdo da levedura P. pastoris

GS115 por eletroporacéo.
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Figura 20 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % mostrando a digestao dupla bem-sucedida
para a confirmacao da correta construgdo vetor recombinante pPIC-BGL. M - marcador molecular O’
geneRuler® 1Kb DNA ladder, ready-to-use (Thermoscientific); 1 - clone do pPIC-BGL intacto; 2 - clone
do pPIC-BGL digerido com EcoRI e Notl; 3- pBSK-BGL intacto; 4- pPBSK-BGL digerido com EcoRI e
Notl; 5 - pPIC9 intacto; 6 - pPIC9 digerido com EcoRlI e Notl.
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O objetivo da realizacdo da reacdo de PCR foi para que tivéssemos outra
confirmacado da correta construcédo do vetor recombinante pPIC-BGL. Na figura 21 é
demonstrado o produto da reacdo de PCR do plasmideo recombinante pPIC-BGL.
Nessa reacao, foi preparado quatro amostras do mesmo plasmideo pPIC-BGL, duas
amostras do vetor pPIC9 sem o inserto, duas amostras do vetor pPIC-gla
(glucoamilase) disponivel no laboratorio de tecnologia de DNA recombinante da

UFAM para servir de controle positivo da reacdo (CARMO, 2010).
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Figura 21 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % da analise da reacao de PCR do vetor
recombinante pPIC-BGL. M - Marcador molecular O’ geneRuler® 1Kb DNA ladder, ready-to-use
(Thermoscientific); 1 - Vetor pPIC-BGL (amostral); 2 - Vetor pPIC-BGL (amostra 2); 3 - Vetor pPIC-
BGL (amostra 3); 4 - Vetor pPIC-BGL (amostra 4); 5 - Vetor PPIC-BGL (amostra 5); 6 - Vetor pPIC9
(amostra 1); 7 - Vetor pPIC9 (amostra 2); 8 - Vetor pPIC-gla (amostra 1); 9 - Vetor pPIC-gla (amostra
2) e (10) controle negativo da reacdo (somente o mix).
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Conforme os resultados da reacdo de PCR, nado foi possivel obter uma
confiabilidade neste ensaio devido ter apresentado mais de um fragmento amplificado
(amplicons) nas aliquotas do vetor pPIC-BGL (colunas 1, 2, 3, 4 e 5), 0 que néo era
esperado. O que esperavamos era que fosse amplificado somente um amplicon
correspondente ao gene bgl com aproximadamente 3047 pb (fragmentos mais
intensos das colunas 1 a 5). Deste modo, possivelmente houve inespecificidade do
anelamento dos primers que possibilitou seu anelamento em sitios inespecificos. Nas
demais amostras, foi amplificado somente um amplicon correspondente aos
fragmentos esperados. Como por exemplo, as amostras de vetor pPIC-gla (colunas 8
e 9) com a amplificacdo somente do fragmento esperado de aproximadamente 2500
pb. Por esses motivos, foi realizada a reacdo de sequenciamento do vetor pPIC-BGL
para verificar a sua integridade genética.

Os resultados do sequenciamento automatico das amostras do vetor

recombinante pPIC-BGL mostraram que somente duas amostras apresentaram boa
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gualidade em suas sequéncias. Levando em consideracdo as bases com qualidade
maior que 20 e bases com qualidade maior que 30. Destas, a amostra A02.abl
apresentou um total de 990 bases sequenciadas, sendo que somente 653 (66%)
bases com qualidade maior que 20 e 510 (60%) bases com qualidade maior que 30.
A amostra B02.abl apresentou um total 1002 bases sequenciadas, somente 586
(58%) destas bases apresentaram qualidade maior que 20 e 470 (47%) bases com
gualidade maior que 30. Isso implica que somente essas amostras foram analisadas
por apresentar uma qualidade confiavel em suas sequéncias.

A confirmacgéo da identidade dos fragmentos gerados no sequenciamento foi
realizada comparando com a sequencias de nucleotideos do gene sintético bgl
utilizando-se o programa Clustal W. Nessa comparacao, foi possivel verificar que
somente a sequéncia reversa complementar da amostra analisada apresentou
identidade com parte da sequéncia do gene sintético bgl (anexo 6). Provavelmente
pelo funcionamento somente do iniciador reverso no momento da amplificacdo dos
fragmentos para posterior sequenciamento. Baseados nesses dados pode-se concluir
gue o plasmideo usado na reacdo de sequenciamento é o pPIC-BGL que
possivelmente esta com a construcao correta por apresentar a sequéncia do gene bgl

em sua constituicao.

6.4 Transformacéo de Levedura Pichia pastoris GS115 com o Vetor pPIC-BGL

Na transformacédo da levedura metilotrofica P. pastoris GS115, cerca de 21 ug
do vetor recombinante pPIC-BGL foi linearizado com a enzima Bglll (Biolabs) que cliva
o vetor em duas posicoes flanqueando a regido promotora 5’ AOX1 e aregiao 3’ AOX1
do vetor, que por identidade com o genoma de P. pastoris possibilita a recombinacéo
homéloga dupla entre estas sequéncias e 0 seu genoma. Logo, a integracdo ocorre
por uma substituicdo génica no genoma da levedura. De modo que, a regido
codificadora do gene AOX1 é removida completamente do genoma da levedura e
substituida pelo fragmento de interesse que se encontra o gene da enzima -
glucosidase. Essa estratégia € viavel devido o favorecimento da transformacgéo com o
DNA exogeno para melhor integracdo do cassete de expressdo no genoma
hospedeiro, uma vez que a levedura P. pastoris ndo apresenta vetores epissomais na
constituicdo do seu material genético, sendo o material exégeno incorporado no seu

genoma em sitios especificos tais como HIS4 e AOX1 (CREGG, et al. 1993).
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A figura 22 demonstra o perfil eletroforético do produto da digestédo do vetor
recombinante pPIC-BGL linearizado com a enzima Bglll (biolabs).Conforme os
resultados, a digestdo ocorreu eficientemente, com completa digestdo em todos os
dois sistemas (coluna 2 e 4) sem indicios de digestéo parcial, com a liberacdo de um
fragmento esperado que possui a origem de replicacdo de E. coli, o gene de
resisténcia a ampicilina e outras sequéncias totalizando aproximadamente 2402 pb
(banda inferior) e uma banda (superior) correspondente ao cassete expressao com
extremidades AOX1 com o tamanho de aproximadamente 8159 pb.

Figura 22 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % do produto da digestao do vetor recombinante
pPIC-BGL com a enzima de restricdo bglll (biolabs) .M- Marcador molecular 1 kb; 1-Vetor pPIC-BGL
intacto; 2- pPIC-BGL digerido com Bglll; 3- pPIC9 intacto; 4- pPIC9 digerido com BglIl.
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A precipitacdo do DNA plasmidial pPIC-BGL (utilizados para transformar a
levedura metilotréfica P. pastoris GS115 por eletroporacdo) na presenca de acetato
de aménio e etanol, foi possivel obter aproximadamente 17 ug de DNA plasmidial
(pPIC-BGL).

Para a selecao dos clones cujos cassetes de expressao foram integrados no
genoma da levedura, o produto da transformagéo foi semeado em meio minimo sem

histidina (MD) com ampicilina na concentracdo de 100 ug/mL e apds 72 horas de
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cultivo a 30°C, foi possivel identificar cerca de 33 clones recombinantes (His*) livres

de contaminacdes (figura 23).

Figura 23 - Fotografia da placa com meio minimo sem histidina (MD) dos clones recombinantes de P.
pastoris GS115 pés 72 h de cultivo a 30 °C livres de contaminacao.

6.5. Expressao da B-glucosidase de A. niger Recombinante

Todos os 33 clones recombinantes de P. pastoris GS115 que apresentaram
habilidades de crescer em meio sem histidina, foram selecionados para verificar a sua
capacidade de expressar e secretar a enzima B-glucosidase em placas de Petri. Os
clones foram transferidos com auxilio de palitos estéreis para uma placa com meio
BMGY, com objetivo de obter um aumento da massa celular, devido esse meio
apresentar os nutrientes essenciais para o crescimento da levedura, diferentemente
do meio MD que ¢ util apenas para selecao de células transformantes de P. pastoris
por se tratar de um meio minimo com glicose sem histidina.

Todos os clones crescidos obtiveram um aumento da massa celular significante
apos sua incubacao por 72 horas a 30°C. Seguidamente, foram transferidos para uma
placa contendo meio BMMY suplementado com 0,5% de metanol, sendo que a cada
12 horas foram adicionados 0,5% de metanol na tampa das placas, a fim de manter a
expressado da proteina recombinante. O meio BMMY é de extrema importancia para a
expressdo da proteina recombinante devido ao promotor AOX de P. pastoris ser
regulado transcricionalmente por metanol. Entretanto, para ser ativado, o promotor
AOX1 requer a presenca de metanol e na auséncia desse indutor, 0 promotor torna-

se reprimido e consequentemente sem a expressao da proteina recombinante.
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Durante todo tempo de inducdo (120 horas) foi observado que os clones
recombinantes de P pastoris cresceram continuamente. 1sso nos indica que as células

metabilizaram o metanol para geracéo e de energia e constituintes células.

6.5.1 Colony Blotting — imunodetecc¢éo de cauda de poli-histidina na por¢ao c-terminal

e determinacao dos recombinantes possuidores de fenétipos Mut* e Mut®

Uma das placas de indugdo com metanol 0,5% foi submetida ao ensaio de
imunodeteccdo a fim de verificar quais 0s possiveis clones recombinantes
expressaram e secretaram a proteina recombinante B-glucosidase. A escolha da
técnica se deu devido a analise por imunodeteccdo ser altamente especifica na
deteccédo de proteinas marcadas com cauda de poli-histidina.

A figura 24 mostra o resultado da reacao de imunodeteccdo de cauda de poli-
histidina na porcdo C-terminal dos possiveis clones de P. pastoris GS115 que
expressaram e secretaram a proteina recombinante B-glucosidase induzidas por 120

horas.

Figura 24 - Fotografia da membrana de nitrocelulose utilizada na reacdo de imunodeteccdo de cauda
de poli-histidina na porcdo C-terminal dos possiveis clones transformantes de P. pastoris GS115 que
expressaram e secretaram a proteina recombinante 3-glucosidase.
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Conforme os resultados obtidos no ensaio de Imunodetec¢do cromogénica,
conclui-se que todos 34 clones recombinantes de P. pastoris GS115 foram positivos

no ensaio de imunodeteccdo de cauda de poli-histidina na por¢cao C-terminal da
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proteina recombinante por apresentarem uma marcacao de coloracdo azul sobre as
coldnias. Isso indica que os clones recombinantes demonstraram que a clonagem, a
expressao e secregao da proteina heterdloga (3-glucosidase foram bem-sucedidas.
J& os clones de P. pastoris que foram transformados com o vetor pPIC9
utilizados como controle negativo nesse ensaio (clone 1, 2, 3, 4, 53 e 54), nao foi
verificado nenhuma marcagdo sobre as colbnias devido eles ndo expressarem
nenhuma proteina com cauda de poli-histidina, consequentemente, foram negativos
no referido ensaio. O que ja era previsto. Todos os clones utilizados como controle
positivo (clones 36, 37, 38, 39, 40 e 41) apresentaram marcac¢ao sobre as colbnias

confirmando que a reacgéao foi bem-sucedida para deteccao de cauda poli-histidina.

6.6 Cinética de Inducao Enzimatica

Todos os clones submetidos ao ensaio de imunodeteccédo tiverem seus
fendtipos determinados. A figura 25 demonstra os clones de P. pastoris crescidos em
placa com meio MM ap6s 60 horas de cultivo a 30°C e seus respectivos fenétipos
determinados. Coldnias ndo circuladas sdo clones recombinantes da enzima [3-
glucosidase, colonias circuladas em preto sdo clones transformantes com o vetor
pPIC-tGH que serviram de controle positivo para a determinacdo dos fendtipos e
colénias identificadas com circulo branco sédo clones transformantes com o vetor
pPIC9.

Figura 25 - Fotografia da placa dos clones transformantes de P. pastoris GS115 crescidos em meio MM
apoés 60 horas de cultivo a 30°C, com adi¢do de metanol 0,5% a cada 24 horas e seus respectivos
fendtipos.
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A integragéo do cassete de expressdo no genoma da levedura possibilitou a
selecdo de 29 clones recombinantes com fenétipos Mut* devido a alta utilizacédo de
metanol, justamente por manter os dois genes ativos que codificam para AOX e 06
clones recombinantes com fendtipos Muts, tendo em vista que a linearizagédo do vetor
de expressdo pela enzima Bglll favoreceu a mudanca de fenétipo da hospedeira
GS115 His™ de Mut* para Mut®, devido eventos de dupla recombinagao e a perda do
gene AOX1 que codifica a enzima alcool oxidase mais ativa em processos
metabdlicos. A quantidade de clones com coépias inseridas por adi¢édo (clones Mut*) é
explicada pela maior possibilidade de ocorrer um Gnico evento de crossover que
eventos duplos do qual gera transformantes Muts pela substituicdo génica
(SREEKRISHNA et al., 1997).

Essa determinacao fenotipica foi baseada na velocidade de crescimento dos
clones em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono. Transformantes que
receberam o cassete de expressao via substituicdo do gene AOX1 (Mut®) cresceram
muito lentamente em comparacdo com aqueles onde houve integracdo por adicédo

(Mut*) quando metanol é a unica fonte de carbono disponivel.

6.6.1 Selecéo e obtencéo das curvas de crescimento

Os clones recombinantes 22 (Mut*) e clone 46 (Mut®) (indicados pelas setas na
figura 25) foram selecionados para o ensaio de cinética de inducdo, baseados na
intensidade de sua coloracao obtida nos experimentos de colony blotting. Observa-se
gue clones com uma maior intensidade na coloracéo tendem a ter uma expressao e
secrecdo da proteina recombinante mais acentuada. Isto esta relacionado com
expressao e secregao da enzima B-glucosidase. A partir desse pressuposto, foram
selecionados os clones com maior intensidade na coloracao.

A figura 26 demonstra a curva de crescimento celular de P. pastoris GS115
recombinantes do clone 46 (Mut*) e clone 22 (Mut®) crescidos em meio BMMY durante
a inducéao de 120 horas com adicdo de 0,5% de metanol a cada 24 horas. Conforme
os dados, o clone com fendtipo Mut* apresentou maior crescimento celular em relacéo
ao clone com fendtipo Mut® a partir de 24 horas de indugdo. Isso € confirmado pelo
fato da levedura com fenétipo Mut* apresentar o gene AOX1 que codifica a enzima
alcool oxidase mais ativa na degradacdo do metanol para producdo de energia e

outros constituintes celulares. Ja a levedura com fendtipo Mut® ndo apresenta o gene
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AOX1 ativo, consequentemente ndo havera uma degradacédo eficiente do metanol,
ocasionando um crescimento inferior em comparacdo com a levedura com fenotipo
Mut* (CREGG et al. 1993). No periodo entre 24 a 48 horas houve um grande aumento
da massa celular nos dois clones recombinantes, nos demais tempos o crescimento
permaneceu constante.

Figura 26 - Curva de crescimento celular dos clones 46 (Mut+) e 22 (Muts) crescidos em meio BMMY.
O crescimento celular obtido foi convertido para g/L utilizando a formula (g/L)=0,22 x D.O. 600 nm
(NAKANO et al., 2006).
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6.7. Analise do Produto Expresso em Gel Desnaturante SDS-PAGE

A analise da expresséo e secrecao da proteina recombinante foi realizada por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos sobrenadantes
dos clones Mut* (clone 46) e Mut® (clone 22) obtidos durante a cinética de inducao.
Conforme Ferreira (2010), a precisdo do tamanho da enzima sé pode acontecer em
condi¢Bes desnaturantes.

A figura 27 demonstra o perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 10 % dos
tempos de inducao da producéao de B-glucosidase dos clones recombinantes Mut* (46)
e clone Muts (22). Conforme os resultados, a indu¢cdo em meio liquido dos clones
recombinantes foi realizada com sucesso devido a apresentacdo da banda

correspondente a enzima B- glucosidase (bandas circuladas).
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A suposta banda caracteristica da enzima B-glucosidase € confirmada quando
€ comparado nos dois géis o perfil eletroforético dos tempos de indugéo (colunas 1,
2, 3, 4 e 5) com o controle negativo (coluna 6), em que no controle negativo ndo esta
presente a banda correspondente a massa molecular de 103 kDa devido a levedura
ter sido transformada com o vetor pPIC9 intacto.

Figura 27 - Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 10 % dos tempos de indugdo da producado de B-
glucosidase dos clones recombinantes Mut* (46) e Mut® (22) corados com azul brilhante de Coomassie
G250. A - Clone Mut* (46): M - marcador PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 1Kb; 1- 24 h; 2
-48 h;3-72h;4-96 h; 5-120 h; 6 - controle negativo GS115 com vetor pPIC9. B - Clone Mut® (22):
M - marcador PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 1Kb; 1 -24 h; 2-48 h;3-72h; 4-96 h; 5
- 120 h; 6 - controle negativo GS115 com vetor pPIC9.
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Em andlise de bioinformatica usando os portais ExPaSy e ProtParama massa
molecular tedrica de B-glucosidase néo glicosilada foi de 103 kDa. Com base no SDS-
PAGE de proteinas, a banda correspondente a 3-glucosidase recombinante teve a
migracdo eletroforética equivalente & massa teorica, prevista na analise de
bioinforméatica, nos dois clones analisados. Dessa forma, é possivel inferir que néao
houve nenhum tipo de glicosilagdo na via de secrecdo (N-glicosilacdo e O-
glicosilagdo) em nenhum dos clones analisados, caso contrério, acarretaria mudanca
na migracdo eletroforética das proteinas no gel SDS-PAGE por apresentar um

aumento na massa das proteinas.



83

Estudos de Dias (2011) que avaliaram o potencial de A. niger para a produgao
natural de [-glucosidases demonstram que, as massas moleculares das f-
glucosidases produzidas foram estimadas em 167,9 e 119,0 KDa, através de
zimograma e SDS-PAGE. Entretanto, ndo se exclui a possibilidade possuir massas
moleculares de 94,5, 77,5, 72,0 ou 67,1KDa. Nos estudos de Joo et al. (2010) que
avaliaram a produgdo e caracterizagdo de B-glucosidase extraida do Penicillium
pinophilum, demostram que a massa molecular estimada de B-glucosidase foi 120
KDa. Outros estudos também estimaram a massa molecular de B-glucosidase em
analise SDS-PAGE e foi verificado que a estimativa varia de 50 a 135 KDa
(COUGHLAN e MCHALE 1988; KWON et al. 1994; YAN e LIN 1997). Portanto, a
massa molecular estimada da B-glucosidases recombinante de A. niger do referido
estudo esta acordo com a faixa obtida por outros pesquisadores.

Comparando a intensidade das bandas da suposta proteina recombinante nos
clones Mut* e Mut®, pode-se inferir que no clone Mut* o tempo de 48 horas € o tempo
em que a suposta banda esta mais intensa, ja no clone Mut® os tempos que
apresentaram uma maior intensidade foram 48 horas e 72 horas. Isso implica que,
esses tempos de inducdo em que ha presenca da maior intensidade nas bandas pode
estar relacionado com o melhor tempo de inducédo para a expressao da proteina
recombinante por apresentar uma maior expressdao da suposta proteina
recombinante.

A banda caracteristica da enzima beta glucosidase foi confirmada por meio do
ensaio quantitativo para determinacéo da atividade B-glucosidasica em celobiose dos
sobrenadantes de inducdo dos clones Mut* e Mut® apds 120 horas de inducdo. As
condicBes reacionais, tais como pH e temperatura, foram baseadas nos estudos de
Mekoo et al. (2010), que analisaram a atividade da enzima [-glucosidase
recombinante sobre a celobiose em diferentes temperaturas e diferentes pH. Estudos
mostraram que a temperatura de 50°C e pH 5,0 foram as condi¢des ideais para
atividade B-glucosidasica.

A quantificacdo da glicose liberada foi baseada por meio curva padrdo de
glicose de concentracdo maxima de 5,0 mg/mL de glicose. A figura 28 demonstra a
curva padrdo da glicose e os valores das médias das absorbancias a 505 nm em

funcdo da concentragao de glicose e sua respectiva equacao da reta.
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Figura 28 - Curva padréo de glicose, obtida pelo método enzimatico glicose oxidase (kit Glucose
Liquicolor da In Vitro).
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Somente o clone Mut® apresentou atividade B-glucosidasica sobre a celobiose
por apresentar o valor da absorbancia superior a soma das absorbéancias do controle
do substrato com o controle da enzima. Diferentemente do clone Mut*, que o valor da
absorbancia esta muito proximo ao valor da soma das absorbancias do controle do
substrato com o controle da enzima, isso indica que nado houve atividade -

glucosidasica sobre a celobiose (tabela 6).

Tabela 6 - Atividade B-glucosidasica dos clones recombinantes Mut® e Mut*

Média das Controle Absorbancia
Amostras Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia . da
absorbancias . Real*
1 2 3 Enzima
Clone Mut* (46) 0,050 0,049 0,049 0,049 0,003 0,006
Clone Mut® (22) 0,222 0,231 0,225 0,226 0,003 0,183
Controle (CELIC 0,908 0,907 0,909 0,908 0,830 0,038
50X)**
Padrdo (100pl) 0,835
Controle substrato 0,040

*Absorbancia real = Soma da Absorbancia do Controle do substrato e Controle da Enzima subtraidos dos valores das médias
das absorbancias
**Controle (CELIC) = Preparado enzimético de celulases comercial diluido 50 vezes

A partir da equacédo da reta, foi determinada a concentragdo em micromolar
(M) de glicose liberada da reagdo do sobrenadante da indu¢cdo somente do clone

Mut® sobre a celobiose, pelo fato deste clone ter apresentado atividade -
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glucosidasica consideravel. Portanto, conforme os calculos, conclui-se que em 50 uL
de extrato enzimatico do clone Mut® foi obtido 4,694 uM de glicose liberada durante a
reacado da enzima B-glucosidase no tempo de 15 minutos de reacdo a 50°C. A partir
da concentragao de glicose (uM) foi determinada que a atividade enzimatica do clone
Mut* é 12.517,33 U/L™.
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7 CONCLUSOES

e No presente trabalho foi possivel demonstrar que a construcdo do vetor
recombinante pPIC-BGL foi realizada com sucesso;

e A enzima B-glucosidase de A. niger pode ser expressa na levedura P. pastoris

eficientemente na sua forma ativa;

e Combase nas analises de bioinformatica da sequéncia polipeptidica B-glucosidase,
a massa estimada ndo glicosilada seria de 103 kDa. No entanto, o perfil
eletroforético em gel SDS-PAGE revelou que a [B-glucosidase recombinante
expressa por P. pastoris tem massa molecular de aproximadamente103 kDa. Isso

implica que a proteina expressao nao foi glicosilada no momento da sua secrecao.

e Com base na analise do gel SDS-PAGE houve diferencas aparentes nos niveis de
expressao da B-glucosidase recombinante entre os clones com fenétipos Mut* (46)
e Mut® (22). Onde o clone Mut® apresentou uma intensidade maior nas bandas
correspondentes a enzima [-glucosidase a partir de 24 horas de inducao

prosseguindo até as 120 horas.

e O melhor tempo de inducéo para a expresséo da proteina recombinante do clone

Mut* foi de 48 horas, do clone Mut® foi entre 48 a 72 horas.

e A expressao da B-glucosidase recombinante em P. pastoris foi confirmada por meio
do ensaio de atividade B-glucosidasica utilizando como substrato enzimatico a

celobiose, onde somente o clone Mut® (22) apresentou atividade 3-glucosidasica.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar a espectrometria de massa para confirmagdo e caracterizagdo da B-

glucosidase recombinante expressa em P. pastoris;
Aperfeigoar a expressao de -glucosidase em P. pastoris em biorreator;

Purificar B-glucosidase recombinante em coluna de niquel e analisar a sua atividade

B-glucosidasica;
Realizar a expressao intracelular B-glucosidase em P. pastoris;

Analisar os demais clones recombinantes que foram positivos no ensaio de

imunodetecgao para verificar os niveis de expressao e a atividade B-glucosidasica.
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B ANEXO 1
Protocolo de purificagdode DNA do gel de agarose com o kit comercial lllustra

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)

Quick Reference Protocol Card §.9034-70 1100 pririficotions

| « Band Purl non 1l
8. Protocol for purification of DNA from TAE and TBE agarose gels
« Check oppropriote volume of ethanol odded to Wash buffer type 1

e Aod 0 Spin O Incubate

— o —

] « Weigh o DNase-free 1.5 ml microcentrifuge tube
« Excise band of interest and place in microcentrifuge tube

\ « Weigh microcentrifuge tube plus agarose gel band —

| « Calculote weight of agarose gel slice f \
& @ 10 I Capture buffer type 3 for each 10 mg agarose gel slice ' '

' * Mix by inversion .
9 60°C until agarose is completely dissolved

J « Check color of Capture buffer type 3-sample mix is yellow

. ————————

| & 600 yl Copture buffer type 3-somple mix to ossembled GFX ]
MicroSpin™ column and Collection tube ! ﬁ
#% &0 ¢ room tempersture {
| 330516000 x g. Discard flow through \_eth
« Ploce GFX MicroSpin column inside the same Collection tube | S
« Repeot Sample Binding step until all sample is loaded )

\ # & 500 pl Wash buffer type 1 i
) 30516000%g ( U
} « Discard Collection tube. Transfer GFX MicroSpin column to ‘ jﬁ
a clean 1.5m! DNase-free microcentrifuge tube. LS

‘ # & OR @ 10-50 pl Elution buffer type & OR type 6 ¥
7% 60 s room temperature ' N
‘u 60 5 16 000 9 | |
| « Retain flow through ,*-,
« Store purified sample DNA at -20°C | ==

.@,



96

ANEXO 2
Protocolo de Preparo das célulasde Escherichia coli DH5aF’lq

eletrocompetentes

Células de E. coli DH5aF Ig foram cultivadas e tornadas eletrocompetentes
apos sucessivas lavagens com glicerol 10 %. Para isso, uma Unica colénia da bactéria
foi inoculada em 25 mL de meio LB e incubada em agitador de bancada (tipo shaker)
a 37°C por uma noite (overnight). Um mililitro dessa cultura foi inoculado em 200 mL
de meio LB sem antibiéticos. O inoculo foi mantido sob agitacdo de 180 rpm até a
cultura atingir densidade éptica em 600 nm (D.0.600) igual a 0,5. Apds isso, a cultura
foi levada em banho de gelo por 1 hora para ser resfriada, a cultura foi dividida em
tubos tipo falcon, cada um com 50 mL de volume. Posteriormente os tubos foram
centrifugados em centrifuga refrigerada a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado imediatamente e as células ressuspensas com glicerol
10 % estéril e gelado. Em seguida, foi realizada uma nova centrifugacdo a 5000 rpm
por 10 minutos a 4°C seguida do descarte do sobrenadante e novamente a
ressuspensédo de cada pellet em glicerol 10 % gelado e estéril. Essas lavagens foram
repetidas por mais quatro vezes com subsequente centrifugacdo das células nas
mesmas condi¢cdes. Na ultima lavagem, o pellet finamente foi ressuspendido em 1 mL
de glicerol 10% gelado e estéril. As células eletrocompetentes foram aliquotadas em

volumes de 80 pL e imediatamente estocadas em freezer na temperatura de -80°C.
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ANEXO 3
Protocolo de extragdo de DNA plasmidial do kit llustra PlasmidPrep Mini Spin kit
(GE Healthcare)

Quick Reference Protocol Card ¢8-90a2-63 (50 purthicotios
Hiustra™ plasmictPrap Miri Spin Kt e 2 e el
Protocol for 1.5 & 3 ml culture volumes
* Check appropriate volume of ethanol added to Wash buffer type 1
’ Aoy 0. Soin o Incubate

i Harvesting of bactenol culture

& 1.5 ml bacterial culture .
) 30 seconds 16 000 x g b a
« Pour off and discard supernatant a D }
* Repeoct for 3 ml culture volume b /
) 30 seconds 16 000 x g (for all culture volumes) —
. * Remove residuol supernatont
_ | =
& @ 175 pl Lysis buffer type 7; re-suspend pellet 7 BT\
& & 175 pl Lysis buffer type 8; gently invert [ 1§ )
& @ 350 pl Lysis buffer type 9; gently invert \ U /
£ 4 minutes 16 000 x g e
R 3 Plosmidbindiog S — kP
« Tronsfer supernatont to plasmid mini column -
inside Collection tube { a \
© 30 seconds 16 000 x g l & /
/ eptional stain dependent] “-,
& @ 400 pl Lysis buffer type 9 T\
£ 30 seconds 16 000 x g { )
* Discard flowthrough
“.119
Eswosnsog 7’
% 5 400 yl Wash buffer type 1 :
€ 1 minute 16 000 x g ‘ )
* Discord flow and Collection tube o/
* Tronsfer plasmid mini column to a new DNase-free ‘ -
microcentrifuge tube e N\
# & 100 pl Elution buffer type 4 [ W )
£ 30 seconds ot room temperature ‘ v ‘
£ 30 seconds 16 000 x g a2
* Retain eluont
* Store purified plasmid DNA at -20°C

.
@ S TR e ¢
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ANEXO 4
Protocolo de preparacédo de células eletrocompetentes de P. pastoris GS115
(Seguindo especificacbes do Manual de Expressao em P. pastoris da INVITROGEM).

Células da linhagem GS115 da levedura metilotrofica foram inoculadas em 50
mL de meio YPD liquido, em frascos erlenmeyer de 120 mL, e incubadas a 30°C em
agitador com 200 rpm por aproximadamente 24 horas. Realizaram-se leituras em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 600 nmatéatingir a densidade Otica
(D.O) aproximadamente 1. Um mililitro deste pré-inoculo foi adicionado a 200 mL do
meio YPD em frascos erlenmeyer de 1 L, e incubados a 30°C em agitador com 200
rpm/min com sucessivas leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
600 nm até a densidade ¢tica (D.O) entre 1,3 e 1,5. As células foram coletadas por
centrifugacéo a 250 g por 5 minutos a 4°C e ressuspendeu-se em 500 mL de agua
deionizada esterilizada gelada. Foi realizada uma segunda centrifugacéo nas mesmas
condicBes citadas acima e as ceélulas foram ressuspendidas em 250 mL de agua
deionizada esterilizada e gelada. Foi realizada outra centrifugacdo a 250 gpor 5
minutos, as células depositadas foram ressuspendidas em 25 mL de sorbitol 1 M
gelado e novamente centrifugadas e ressuspendidas em 2 mL de sorbitol gelado a 1
M. As células da levedura de linhagem GS115 que tornaram-se competentes foram
aliquotadas em volumes de 80 pL e imediatamente estocadas em freezer na

temperatura de -80°C.
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ANEXO 5

Protocolo de imunodetecgdo Cromogénico Western Breeze da Invitrogen Life

Tecnologies (WesternBreeze®Cromogenic western Blot Immunodetection Kkit)

10-

Aplicar 20 mL da solucdo bloqueadora sobre a membrana de nitrocelulose
disposta em placa de acrilico fornecida no kit. Incubar por 30 minutos em shaker
de rotacéo. Descartar a solugéo bloqueadora.

Rinsar a membrana com 20 mL de &gua por 5 min, descartar a agua e repetir
mais uma vez este procedimento.

Incubar a membrana com 10 mL de solucdo de anticorpo primario por 1 hora em
shaker de rotacdo. Descartar a solucéo.

Lavar a membrana por 5 minutos com 20 mL de solucao de lavagem. Repetir 0
procedimento por mais 3 vezes.

Incubar a membrana em 10 mL de solucdo de anticorpo secundario por 30
minutos. Descartar a solucao.

Lavar a membrana por 5 minutos com 20 mL de anticorpo de lavagem. Repetir
por mais 3 vezes.

Rinsar a membrana com 20 mL de agua mili-Q por 2 minutos. Repetir por mais
2 vezes.

Incubar a membrana em 5 mL de substrato cromogénico até que apareca as
bandas ou spots na membrana no tempo de 1-60 minutos.

Rinsar a membrana com 20 mL de agua mili-Q a fim de bloquear a acdo do
substrato cromogénico.

Secar a membrana com pape filtro ou papel toalha e, se possivel,

fotodocumentar e escanear. Guardar a membrana com as bandas reveladas.
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ANEXO 6
Alinhamento maultiplo usando Clustal W da sequéncia do gene bgl com a
sequéncia reversa complementar gerada durante o sequenciamento do
plasmideo recombinante pPIC-BGL. O * representam regifes de similaridade
entre os nucleotideos.

L]

Cantlg reveraa oomplassnt
GERE_STMTETICO

CONtLE reedrss_complasant
GERE_STMVETICO:

Cantlg riverae complassnt
GENE_STMTETICO

Cantlg reveraa oomplassnt
GERE_STMTETICO

CONtLE reedrss_complasant
GERE_STMVETICO:

Cantlg riverae complassnt
GENE_STMTETICO

Contlg_reverse complsment
GERE_SIMVETICO:

Contlg reverse complessnt
GERE_STMTETICO

Cantlg réveraa complassnt
GENE_STMTETICO

Contlg_reverse complsment
GERE_SIMVETICO:

Contlg reverse complessnt
GERE_STMTETICO

Cantlg réveraa complassnt
GENE_STMTETICO

Contlg_reverse complsment
GERE_SIMVETICO:

Contlg reverse complessnt
GERE_STMTETICO

Cantlg réveraa complassnt
GENE_STMTETICO

Contlg_reverse complsment
GERE_SIMVETICO:

Contlg reverse complessnt
GERE_STMTETICO

Aigrareada < Clotaldy 2« EMEBL-EBI

AT TGART T CAT GAR TTAGCATATTC T CACCTTAC TATCCATCADL

TTGGEGETARTGEACAGGALGATT GG AEEAET TTACCASUSGECAETIE

ACATTETCTCAC AGE TEACAL TAGT TENEEAGET CAATT TAACAACDGES

ACAGGATGOEAAL TAGSSTTATGETGTOGEA ACACAGEEGGUGT COCARS

G TAGGEATCCC TEOAATET GG TCASSATTC TCCATTASSAET CAGSGS

AL TCAGETTATAATTCTGCATTCCCTAO TEEAET CASDETOGC TG ARDE

TEGEACELGAATC TAGCT TAT T T AAGGGEAT AGGCAS TGOS AGEAETT

CTCTGATARGEEAG TERCATTCAGT TAGEAL CAGCAGI TGSACCTTTAS

GAAGGTC RO AGATHODGEAAGEAAT TGGEAAGEATTTTCTCCTEAD DL,

GACTATC AGEAGTC TTATT OO TEAALD EATTAAGGREETCCAGEATEE

AGEAGTOETC G TACAGT AAAGT ATTATATTE. TTACGEET AGEAGTRIT

TCAGGUEGEC AL CALRASGL T CAGGEA TATGEAT TCAATATTACAGAETIT

GEATCASTAEAAL C TAGATGAL AACAT AR TS ATCAATTATATTTATGEIL

ATTOGCTGATEC AAT TASGE. TEEAGCAGEAGC TETCATSTGTTC TTATA

ATCAGAT T AATTCATA GEATGOCASTC TTCATATAL A TAAAL ARG

TTACTARLSEI TECAA TTAGEATTCCAGGEAT TCOTCATGTC VEAT THEEL

AGC TCATC ACEC CEETETC T CAGEAGC A TAGC TEETTTASUATETLTA

it Sl o s 5 5 50 e ST ST Dl g e oS T 0 S s o S0 S e S T T ke DN e
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Contig reverse cosplesent
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