UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

CLONAGEM E EXPRESSAO DO GENE DA QUITINASE DE
Anopheles gambiae EM Pichia pastoris

JANDER MATOS GUIMARAES

MANAUS
2019

Programa de Pés-Graduagio em Biotecnologia



JANDER MATOS GUIMARAES

Clonagem e expressao do gene da quitinase de Anopheles gambiae em Pichia

pastoris

Dissertacdo apresentada ao Programa
de P6s-Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Amazonas,
como parte dos requisitos para obtencéo

do titulo de mestre em Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Jodo Lucio de Azevedo — USP/Esalq
Coorientador: Prof. Dr. Edson Junior do Carmo — UFAM/ICB

Defesa de dissertagdo em 28 de junho de 2019
Banca Examinadora:

Titulares:

Prof. Dr. Edson Junior do Carmo - Presidente

Prof. Dra. Iza Marineves Almeida da Rocha - UFAM
Prof. Dr. André Luiz Willerding — UNINORTE

Suplentes:
Prof. Dr. Jorge Luiz Lopez-Lozano — FMT-HVD

Prof. Dr. Augusto Bulicker - INPA

MANAUS - AM
2019



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Guimaraes, Jander Matos
G963c Clonagem e expressdo do gene da quitinase de Anopheles
gambiae em Pichia pastoris / Jander Matos Guimarées. 2019
77 f.:il. color; 31 cm.

Orientador: Joao Lucio de Azevedo

Coorientador: Edson Junior do Carmo

Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Federal
do Amazonas.

1. Pichia pastoris. 2. enzima recombinante. 3. quitinase. 4.
Anopheles gambiae. 5. biologia molecular . |. Azevedo, Jodo Lucio
de Il. Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




AGRADECIMENTOS

Ao professor Edson Jr., pela valiosa orientacdo, infinita paciéncia,
pelo estimulo em todas as tentativas, compreensdo em tudo o que passei, a
confiangca na minha capacidade como pesquisador. Impecével em transmitir
sempre todo conhecimento que possui.

Ao professor Jodo Lucio de Azevedo que contribuiu com sua
orientacdo mesmo a distancia, tornando possivel esta pesquisa.

A Jéssica Araljo por todo apoio como namorada, companheira,
amiga, parceira e inspiragdo, e a todo cuidado que dispensou a mim em
todas as horas.

A minhas irmas e méde que me incentivaram de todas as formas, jeitos
e que nao falham em nada.

Ao fiel amigo André Vieira, que foi incansavel em me ajudar em todos
0S momentos, e que com certeza é alguém que Deus ilumina.

Aos amigos que fiz no laboratério de microbiologia que foram
excepcionais em compartilhar comigo seu conhecimento, Samanta, Lanna
Lobo e Minerval.

A todos os bons amigos que me proporcionaram apoio e incentivo
sem medidas, em especial a professora Lucivana Mourao e Cezar Romero.

A estrutura e apoio do Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM,
principalmente a profissionais como Paulo e Elza.

A coordenacédo e professores do PPGBIOTEC que contribuiram na
minha formacé&o.

A CAPES pela bolsa concedida.

A Deus que ndo me deixa desistir de nada, me mostra pessoas,
caminhos e oportunidades todos os dias, sem falta, e que me permitiu

concluir este trabalho e ter todas essas bencads aqui citadas.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGNIFICADOS ..., 6
[ 11011V, L 7
A B S T R A C T e 8
INTRODUGAOD ...ttt ettt e ann, 9
1.1  ABIOTECNOLOGIA NA PRODUGAQ DE PROTEINAS....uuvteeieeeieiurerreeresesesunrreeeessssssnsnseseessssssssssssessssssnssssssesssessnnnes 9
1.2 EXPRESSAO HETEROLOGA ..eeeiieuuuvivreeesesasiueruneeesesasasssseeeeesssasssssseesesssasssssssssesssssssssssseesssessnssssssessssssnssssseesesesns 10
1.3 EXPRESSAQ EM PICHIA PASTORIS ...vvvveeseeeseutureeesssesassssteeeeesesasssssseesesssassssasssesssssssssssssesssesssssssssessssssssssssessesess 14
1.4 PROMOTORES DE EXPRESSAQO HETEROLOGA ....eeeeeeeeeieuurrteeeeeeeseiussteeeseeesaassssesseessesasssssessssessasssssessesesnsssssseeseeesnn 16
BT LU 1T X PPNt 18
1.6 EXPRESSAO HETEROLOGA E ESTUDOS DE QUITINASES ....uvvvreeeeeeeeiurrreeeeeeesaaiusreeseeeseesassssseesssessssssseesesesansssseeseneans 24
P2 L0 IS I | AN I V27 26
B OBIETI IV OS .. e 28
3.1 OBJETIVO GERAL teeeeeeeeuttireeeeeeeeeiuttereeeeesesassaseeesesssaassssasesesssasssssssssesssassssssssesssessnsssssesssssssssssssessesssnnssnssenees 28
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .. uutvereeeeiesuetrreeeeeeeiassrareeesesssaassssaeesesssasssssssssessssssssssseesssessnssssssessssssssssssessesssnssssssneees 28
4, METODOLOGIA e 29
4.1 ESTRATEGIA DESENVOLVIDA
4.2 LINHAGENS HOSPEDEIRAS .....ceveeeeennns
4.3 VETORES UTILIZADOS ..eeeevvereeeeeeesenensreeeeesssesnssneesessssssnssnnesesssnnnns
4.4SINTESE QUIMICA DO GENE CODIFICANTE DA QUITINASE DE A.GAMBIAE
4.5 CONSTRUGAO DOS VETORES RECOMBINANTES PPIC-QUIT E PPGK-QUIT ....uuuiiiiiii e 35
4.6TRANSFORMAGAO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES .eeeeeeieiuuureeeeeeeeesiunrareeeeeeesaisnseeeeeessessussseseesssenssssssseesesennnnnns 36
4.7 EXTRAGAQD PLASIIDIAL. ..t uuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnsnnnsnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnsnsnsnnnsnnnnnsnnnnnnnsnnnsnnnnnsnnnnnnnnn 37
4.8 DIGESTAO DO DNA PLASMIDIAL (ANALISE DE RESTRIGAOD) ..uvvveeeeerreeeitreeeenireeeeesseeeeensneeeensseeeeessseessnssesessssesesssees 37
4.9 TRANSFORMAGAO DE P.PASTORIS POR ELETROPORAGAO ... ...evttutiieieeiieietiieeeeeeeeestiieeeeeseessssieseeeseesssnneeessssessnnnnns 38
4,10 CONFIRMAGAO DA INTEGRAGCAO DO CASSETE DE EXPRESSAQ POR COLONY BLOTTING ..ueeeeeeevrvreieeeeereerrnniesesesensnnnnnns 39
4.11 INDUGAO DA EXPRESSAO DA QUITINASE EIM PLACA ... uuuuuuuuueunnuueuaaanananaaaasasnsasnsannsannsasanannsasnsnnnsnsnnnsnsnsssnsnsnsnsnnnns 40
4,12 INDUGAO DA EXPRESSAO EM FRASCOS AGITADOS ...vuuuuneeeerrrrrsunieseeersrsrsneaeseessssssnnesesessssssmsnesessssssssnneeesessssssnnnns 41
4.13 MEDIDA DA ATIVIDADE DE QUITINASE
4.14 ANALISES ESTATISTICAS . uuuvvvreeteeseasuurerteesssasaustateeeeesssssrareeesessssssnsseasesssssssssssesesssssssssssseeesssssssssssaesesssns
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt 44
5.1 OTIMIZAGAO DA SEQUENCIA DO GENE ..vveeeeeeiurrrrreeeeeeseisssteeesesesasssssssssesssesassssssesssessnsssssssssssssnsssssessesssensssssenees 44
5.2 ANALISE DE RESTRICAO E CONSTRUGAQO DE VETORES RECOMBINANTES ..vvvvvvverrrrrrrreerereeresssssssssssssssssssssssssssssssssssssnn 45
5.3 CONFIRMAGAO DA INTEGRAGAO DO CASSETE DE EXPRESSAO NO GENOMA DE P. PASTORIS. ...vvvvvvvvererererererereressessenenens 49
5.4 CARACTERIZAGAO PARCIAL SEGUNDO A ATIVIDADE
5.4.1 TRIAGEM DE CLONES RECOMBINANTES ......uvvvreeerennn

CONCLUSOOES ... e, 62
PE R SPE CTIVAS ..ottt 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....co oottt 64



Lista de abreviaturas e significados

DNA — acido desoxirribonucleico

RNA — acido ribonucleico

pH — potencial hidrogenibénico

AOX — alcool oxidase 1

PGK — fosfoglicerato quinase

GRAS= Generally Recognized as Safe
EDTA= Acido Etilenodiamino Tetra-acético
SDS= Dodecil sulfato de sédio

pb= Par de bases

PCR - reacdo em cadeia da polimerase
SCP - Single cell protein

LB — Luria Bertani

AMCase — acidic mammalian chitinase
GIcNAc — N-acetilglucosamina

YPD - Yeast extract Peptona Dextrose
BMMY - Buffered Methanol-Complex Medium
BMGY - Buffered Glycerol Complex Medium

MD — Minimal dextrose



RESUMO

Sendo integrante da classe das glicosideo-hidrolases, as quitinases (EC 3.2.1.14)
atuam na clivagem de sitios randémicos da molécula de quitina através de
hidrélise, formando cadeias de quitooligossacarideos. Estruturalmente possuem
subdominios cataliticos que a auxiliam na ligacdo ao seu substrato insoluvel e
ruptura da conformacdo cristalina. O potencial enziméatico dessas enzimas
compreende principalmente o controle bioldgico de fito-patdégenos fungicos e
insetos vetores, organismos onde a quitina € um componente estrutural da parede
celular ou exoesqueletos. Entretanto, sua aplicabilidade se estende a sintese de
polissacarideos artificiais, isolamento de protoplastos flngicos e estimativa de
biomassa em processos industriais. A partir do sequenciamento do genoma de
Anopheles gambiae foi obtido o gene atribuido a expressao de quitinase, de
maneira que através de sintese quimica esse gene foi clonado em Escherichia coli
(inhagem DHb5a), e integrado ao genoma de Pichia pastoris nos vetores de
expressdo pPIC9 e pPICPGK. A atividade enzimatica de 19 clones foi confirmada
por analise do halo de degradacdo de quitina coloidal, e apés a selecado foi
realizada producdo submersa em frascos agitados e caracterizacdo bioquimica da
enzima por delineamento central composto rotacional (DCCR). A clonagem e
obtencéo de vetores de expressdo recombinantes foi consolidada de maneira que
a integracdo ao genoma da levedura apresenta nivel significante de expresséo, na
atividade enzimatica fatores como tempo de incubacdo e temperatura néao
revelaram significancia, e o fator pH se demonstrou com reposta positiva em

faixas mais acidicas.



ABSTRACT

As part of class of glycosidic hydrolases, chitinases (EC 3.2.1.14) acts on cleavage
of random sites of chitin molecule through hydrolysis, forming chains of
chitooligosaccharides. Structurally has catalytic domains that helps in the binding
to them insoluble substrate and rupture of crystalline conformation. Its enzymatic
potential mainly comprises the biological control of fungal phyto-pathogens and
insect vectors, organisms where chitin is a structural component of cell wall or
exoskeletons, however its applicability extends to synthesis of artificial
polysaccharides, isolation of fungal protoplasts and estimation of biomass in
industrial processes. From the sequencing of the genome of Anopheles gambiae
the gene assigned to chitinase expression was obtained, so that by chemical
sinthesis the gene was cloned and Escherichia coli (DH5a line) and integrated to
the Pichia pastoris genome in the vectors of expression pPIC9 and pPICPGK. The
enzymatic activity of 19 clones was confirmed by the presence of colloidal chitin
degradation halo, and after selection was performed the submerged production,
recovery, and biochemical caracterization by central composite rotational design
(CCRD). The cloning and generation of recombinant expression vectors was
consolidated so that integration into the yeast genome shows a significant level of
expression, in the enzymatic activity, factors like incubation period and temperature
didn’t show significance, and the pH factor demonstrates a positive response in

more acidics ranges.



INTRODUCAO

1.1 A biotecnologia na producédo de proteinas

Conforme o desenvolvimento humano avanca em valores populacionais,
econdmicos ou sociais as demandas em meios de producdo também crescem
exponencialmente, sendo que a exploracdo natural se tornou inviavel por ser
insuficiente e ndo sustentavel.

Sendo assim, compostos que constituem produtos farmacéuticos e
alimenticios como as proteinas possuem uma necessidade cada vez maior de
producdo e obtencédo. Grande parte dessas substancias de interesse é produzida
através de conversdes a nivel molecular, essas reacbes sado catalisadas por
enzimas ou complexos enzimaticos, nesse ambito a pesquisa cientifica busca a
producdo dessas moléculas por via bioldégica observando fatores como
biosseguranca, rendimento sustentavel e economia (OLIVEIRA; MANTOVANI,
2009).

Anteriormente compostos com fins terapéuticos de origem animal eram
associados a reacdes alérgicas, intoxicacdes e atividade deficiente, em prol da
solucéo de tais problemas o desenvolvimento biotecnolégico passou a se utilizar
da edicdo de genomas, reconduzindo a expressdo de genes para organismos de
interesse (GOES-FAVONI, 2017).

Define-se como recombinante a proteina obtida por expressdo em
organismo diferente da sua origem, através da edicdo do genoma deste, essa

expressao agrega vantagens como elevado grau de pureza, economia, eficiéncia



e producdo em alta escala (SAMBROOK, 1989). O mecanismo também pode ser
denominado como expressao heterologa.

A producgéo de proteinas foi um dos beneficios obtidos pela descoberta da
tecnologia do DNA recombinante na década de 1970, e ocorreu frente a
necessidade de produtos que atendam demandas do crescimento populacional e
econdmico, beneficiando também o setor de saude publica (ASTOLFI et al., 2000).
Em primeiro momento esse processo contemplou ossetores farmacéutico como no
caso da producdo da proinsulina, de interferébns, assim como de enzimas
industriais utilizadas na fabricacdo de alimentos, produtos de limpeza, papéis e
combustiveis. Conforme se consolidou, essa producéo passou a buscar solucées
nas areas de biorremediacao e obtencdo de monémeros de interesse empregados
na sintese de nutracéuticos para humanos e animais (BOM; FERRARA; CORVO,
2008).

Com tais beneficios diretos e indiretos ao homem, é estimado que até 2030
0s setores biotecnolégicos somados movimentem cerca de US$ 1 trilhdo ao ano

(OBORNE, 2009).

1.2 Expressao heterodloga

De maneira pioneira, a expressdo heteréloga de insulina humana na
década de 1970 solucionou o problema envolvendo o uso da insulina de origem
suina, uma préatica que resultava tanto em reacdes alérgicas quanto ineficiente
resposta fisiologica (GURRAMKONDA, 2010). Desde entdo essa nova

metodologia contemplou diversas outras areas por meio de técnicas envolvendo
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insercdo de genes de interesse em organismos hospedeiros que favorecam
expressdo eficiente, em citacdo podemos descrever a utilizacdo de bactérias,
leveduras, fungos multicelulares, células animais em cultura, plantas ou animais.

As diferengas nos sistemas de expressdo estdo relacionadas
principalmente ao hospedeiro e podem oferecer vantagens ou desvantagens.
Cada sistema pode ser desenvolvido de maneira a otimizar a expressdo de uma
proteina, no caso de enzimas € primordial que as moléculas obtidas ao final
possuam a conformac¢do quimica e estrutural adequada para seu mecanismo de
acao (ASTOLFI et al., 2005).

O tipo de proteina alvo define a escolha do sistema de expressdo, em
exemplo moléculas que ndo possuam estruturas tdo complexas sdo melhor
expressas em sistemas que utilizem bactérias, em razédo da viabilidade no cultivo
rapido e menos dispendioso enquanto moléculas empregadas no organismo de
mamiferos por exemplo, necessitam de modificacdes pds traducionais para que
obtenham a conformagéo estrutural eficaz (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).

Considerando tais critérios de escolha em um sistema de expressédo, o
organismo mais amplamente usado como hospedeiro, € a bactéria gram-negativa
Escherichia coli, que retne caracteristicas favoraveis e bem consolidadas, uma
vez que suas informacdes genéticas, fisioldégicas e metabdlicas foram solidamente
desvendadas em trabalhos cientificos.

Historicamente a obtencé&o de uma das primeiras moléculas recombinantes
atraves da edicdo no genoma de E.coli foi feita por Goeddel (1978), onde o alvo
era a sintese de insulina através da clonagem dos genes das insulinas humanas A

e B, de origem sintética, sendo inserido e clonados no plasmideo pBR22.
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Por seguinte, diversos trabalhos (XIE et al., 2008; PAIS et al., 2003;
KAUFMAN et al, 1997) desenvolveram sistemas de expressao procariéticos para
a insulina, e conforme a literatura avancgou foi possivel compreender as limitacdes
do sistema, fatos como a incapacidade de processar peptideos recém traduzidos
de maneira correta, e o condicionamento de proteinas expressas em corpos de
inclusdo intracelulares, sendo que essa caracteristica forma agregados protéicos
pouco sollveis e altera a estrutura das proteinas tornando-as inelegiveis para
tratamentos em organismo humano sem prévia re-edicdo in vitro (HAMILTON;
GERNGROSS, 2007).

Além dos corpos de inclusdo citados anteriormente, problemas como baixa
concentracdo, método de extracdo e isolamento de proteinas produzidas através
desse sistema também se apresentam como desvantagem para a obtencdo de
produtos.

Em alternativa foram se desenvolvendo sistemas de expressao a partir de
hospedeiros eucarioticos, metodologia que passou a empregar leveduras e fungos
filamentosos, juntando a versatilidade de seres unicelulares na manipulacao
genética e o processamento de proteinas em seu metabolismo semelhante ao de
outros eucariotos (TORRES; MORAES, 2001), fato que confere ao produto final
auséncia de possiveis toxinas, e estrutura ajustada pelas modificacbes poés-
traducionais realizadas.

Esse sistema logo apresentou inuUmeras vantagens frente ao modelo
utilizando procariotos, com economia nos meios de cultivo, alto rendimento na

producdo devido a niveis elevados de expressdo, além da vantagem de o
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processo fermentativo acelerar o metabolismo podendo ser modulado ou induzido
(HENSING et al., 1995).

A viabilidade para expressao heter6loga em leveduras segue critérios
bemestipulados, a escolha da linhagem e espécie deve obedecer fatores como a
possibilidade de cultivo em biorreatores em altas concentracbes celulares, ser
eficaz na conversédo de substrato a biomassa, capacidade de expressédo génica
desvinculada ao crescimento celular, na maioria dos casos necessita da
capacidade de secretar proteinas editadas apés a traducdo e ser classificada
como um organismo GRAS (generally recognized as safe) (DALY; HEARN, 2005).
Sao ainda observadas as classificacbes segundo o metabolismo das espécies,
existindo assim aquelas consideradas convencionais e n&o-convencionais, as
Crabtree positivas (fermentadoras) e negativas (respiradoras) (GONZALES;
FREIRE-PICOS, 2000; DEKEN, 1966).

Dentre as espécies que apresentam viabilidade para expresséo heterdloga,
podemos listar Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris,
Kluyveromices lactis e Saccharomyces cerevisae (MATTANOVICH; SAUER;
GASSER, 2014; MORKA et al., 2014), sendo que esta ultima foi utilizada por muito
tempo como ideal por ter tido seu metabolismo e caracteristicas densamente
estudados, uma vez que atendia ao consumo o humano na fermentacdo de
bebidas e outros alimenticios. O uso de leveduras foi de extrema relevancia para
estudos no campo da biologia molecular, por meio dos quais foram observados os
perfis de modificacdes pos traducionais envolvendo acetilagdo de terminais amino,
fosforilacdo, acilacédo, glicosilacdo e dobramentos em estruturas proteicas mais

complexas (WANG et al., 2016).
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Diversos genes de interesse foram processados e expressados em
sistemas utilizando S.cerevisae, voltados a produgéo deantivirais, insulina humana
e anticorpos (WANG et al., 2016). Somente apo6s alguns anos foi percebido que a
espécie além de apresentar niveis de expressao inferiores a outras leveduras,
também apresentava tendéncias a hiperglicosilacdo de proteinas expressas,
modificando por exemplo moléculas que deveriam apresentar imunogenicidade,
impossibilitando aplicacdo terapéutica em humanos, além de frequente retencéo
de produtos do metabolismo no espaco periplasmatico (CAPONE et al., 2015).

Em contrapartida a espécie Pichia pastoris passou a ser utilizada como
fonte de proteinas na década de 1980 principalmente em processos SCP (single
cell protein), por empresas como a SIBIA (Salk Institute Biotechnology/Industrial
Associates Inc.) e foi consolidada como sistema vantajoso para expressao
heterdloga principalmente pela possibilidade do controle da expressdo (CREGG,
2004; MACAULEY-PATRICK et al., 2005)

1.3 Expresséo em Pichia pastoris

Uma das principais diferengas entre o sistema anterior que utilizava
S.cerevisae e 0 sistema que utiliza P.pastoris é a capacidade de controle da
expressdo, uma vez que a espécie pode utilizar de metanol como fonte Unica de
carbono para seu metabolismo (metilotréfica) (KRAINER et al., 2012), fazendo
com que a concentracdo desse reagente no meio de cultura altere os niveis de
expressao.

A expressdo de proteinas na espécie pode ser induzida e regulada, essa
inducdo se da pela transcricdo de um promotor de alta intensidade, produzido
atraves de genes codificantes da enzima alcool oxidase, denominados aox | e aox

14



Il, sendo que aoxl é o gene que expressa mais ativamente proteinas atuam na
atividade enzimatica quando na presenca de metanol (LIN-CEREGHINO; CREGG,
2000), que nesse caso atua como indutor e regulador.

Esse sistema agrega ainda a possibilidadede expressao extracelular ou
intracelular, sendo que no primeiro caso a presenca da proteina livre no
sobrenadante de cultivo facilita e agiliza a obtencdo da mesma, preferencialmente
o0 crescimento ocorre de maneira aerdbia proporcionando altas concentracdes
celulares, realiza modificagbes pds traducionais como processamento proteolitico
e formacdo de pontes dissulfeto (GASSER et al.,, 2013). Também realiza
glicosilagdo, no entanto com perfil diferente em tamanho da cadeia de
carboidratos apresentada em S. cerevisae, onde manoses Sd0 comumente
adicionadas as porcdes terminais de ligacdes alfa-1,3, essa auséncia torna as
proteinas produzidas em P. pastoris semelhantes aquelas expressas em
mamiferos, sendo compativeis ao organismo humano principalmente em
imunogenicidade (CREGG et al., 2009).

A manipulacdo genética dessa levedura compartilha os mesmos métodos
aplicados em S. cerevisae, que de maneira simples podem compreender
transformacao, substituicAo génica ou clonagem por complementacdo funcional
(CREGG & CEREGUINO, 2000).

Preferencialmente a recombinacdo homologa ocorre através de integracao
cromossomal, nesse método a levedura é submetida a transformagéo utilizando
cassetes de expressao com a sequéncia de interesse que se integram ao genoma
da levedura via crossing over ou através de substituicdo genética gerando um

duplo crossing over, de maneira eficaz esse procedimento possibilita a regulacéo
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do sitio de integracdo e as formas com que ela pode ocorrer, além da
possibilidade da integracdo de mudltiplas copias deste cassete resultando numa
super expressao da proteina de interesse (MADSEN et al., 2013).

1.4 Promotores de expresséo heterdloga

As sequéncias de DNA que antecedem 0s genes e promovem a
transcricdo, sédo ferramentas comuns na engenharia genética desde que sua
genOmica foi investigada, a associacdo a vetores de clonagem e expresséo
significou um avanco robusto na recombinacdo de genes heter6logos. Em
leveduras emprega-se a utilizacdo de promotores sintéticos induzidos ou
constitutivos, onde o primeiro necessita de um fator de indugédo (ex: metanol,
temperatura ou pH) e o segundo € expresso constantemente ao longo do
crescimento celular (CARMO; NEIVA; ASTOLFI-FILHO, 2015).

Ha um volume grande de trabalhos que fizeram a associacdo de
sequéncias promotoras com sequéncias peptideo sinal, P.pastoris se mostrou um
sistema promissor por possibilitar a secrecdo de proteinas para 0 meio
extracelular por meio de sinalizacdo com residuos de aminoacidos que as
direcionam para o meio extracelular, fenbmeno que ocorre pela acdo de
peptidases e diaminopeptidases na proteina assim que a mesma adentra o limen
do reticulo endoplasmatico (CREGG & CEREGUINO, 2001; DALY & HEARN,
2005).

Na expresséo extracelular em leveduras o promotor mais comum se tornou
opAOX, e a seu uso se atribui a eficacia na obtencdo de muitas proteinas
recombinantes, mas existem ainda modelos baseados em genes codificantes de
outras enzimas como a formaldeido desidrogenase | (pFLD1) e gliceraldeido 3-

16



fosfato desidrogenase (GAP), ambos alternativos ao uso de metanol e regulados
pelas condi¢cdes de cultivo e uso de substratos especificos (VELLANKI et al.,
2013; WANG et al., 2017).

Em sistemas de promotores induziveis com os que utilizam o gene aox, a
expressdo é reprimida pela adicdo de outra fonte de carbono como glicose ou
glicerol, e induzida pela presenca de metanol, no entanto algumas desvantagens
levaram a busca por promotores alternativos, alguns dos empecilhos sé&o a
manipulacdo de metanol em escala industrial por ser altamente volatil e toxico, e a
necessidade por vezes da expressdao combinada com outras proteinas na
promocéao da atividade enzimatica (CREGG, 2009; AHMAD et al., 2014; WANG et
al., 2016).

Assim foram selecionados promotores constitutivos que podem ser
potencializados pela presenca de outras substancias, mas que em suma possuem
expressao constante, como no caso do promotor PGK1 (fosfoglicerato quinase)
(originalmente desenvolvido para S. cerevisae mas otimizado em P.pastoris)
(ALMEIDA et al., 2005; BURKE et al., 2000; KINGSMAN et al., 1985; GRANGE et
al., 1996), e promotores CGw14 (proteina ancorada a fosfatidil glicosil inositol) e
G1 (transportador de glicose) (MATTANOVICH et al., 2014). Os exemplos citados
constituem promotores de alta intensidade, fator que pode ser associado a alta
expressdo de genes codificantes de elementos da via glicolitica, e que
independem do crescimento celular, uma dificuldade presente em promotores
como o GAP de atividade baixa quando a levedura apresenta crescimento lento.

Observando as diferentes necessidades e particularidades de cada

trabalho, foram desenvolvidas novas linhagens da espécie também com finalidade
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de otimizar tanto mecanismos de selecdo, quanto de niveis de expressdo. O
mesmo ocorreu com vetores plasmidiais e cromossomos bacterianos que
passaram a ser bifuncionais, tendo aplicabilidade em procedimentos de somente
clonagem ou clonagem e expressdo, com por¢cées homologas ao genoma de
leveduras e outras aos de bactérias, dispensando o uso de mais de um vetor
contendo 0 mesmo gene.

E possivel descrever a expresséo de proteinas recombinantes utilizando o
modelo em P. pastoris em pelo menos 400 trabalhos, com destague para a
producdo de enzimas como lacases, fitases e enzimas com fung¢des de lise como
xilanases, pectinases, proteases, lipases, quitinases e amilases principalmente em
escala industrial, a andlise na literatura demonstra que sistemas desenvolvidos em
P. pastoris ttm aumento na atividade enzimatica quando comparados a sistemas

em E. colie S. cerevisae (CHANG et al., 2006; RABERT et al., 2013).

1.5 Quitinases

A classe das glicosil-hidrolases, ou glicosidades compreende enzimas que
realizam a quebra de ligagBes glicosidicas por hidrélise, na natureza essas
enzimas estdo em muitos organismos em razdo das fungbes estruturais e
energéticas de monossacarideos simples até carboidratos mais complexos. E
classificada como uma superfamilia por conter pelo menos 81 tipos de enzimas,
que atuam na juncdo de carboidratos entre si ou de carboidratos e outras
moléculas, apresentam muita similaridade na sequéncia de aminoacidos e s&o
classificadas na mesma sub-familia quando compartiiham um mesmo dominio

catalitico.
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Um tipo de homopolissacarideo clivado pela acdo de glicosidases é a
quitina, o segundo carboidrato mais abundante encontrado na natureza apods a
celulose (YANG et al., 2009), constituido por duas unidades de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) unidas por ligagdes B (1-4) (HENRISSAT, BAIROCH,
1993). Possui forma cristalina se apresentando nos tipos a, B e y e naturalmente
constitui a parede celular de fungos, bactérias e o exoesqueleto de insetos e
outros invertebrados (LEE et al., 2010).

Em sua conformacdo forma longas cadeias de GIcNAc empacotadas de
maneira uniforme lado a lado, as ligacbes se d&o por meio de pontes de
hidrogénio entre as terminacées amina de uma cadeia e 0s grupamentos carbonila
da cadeia seguinte. A diferenca entre seus 3 tipos se da pelo grau de hidratacéo,
tamanho da unidade celular que forma, e numero de cadeias de GIcNAc ligadas
(SIKORSKI et al., 2009; NISHIYAMA et al., 2011)

Também estéo distribuidos em larga propor¢cdo organismos que possuem
enzimas com atividade quitinoliticas, seja para nutricdo, parasitismo,
reaproveitamento da quitina, morfogénese ou defesa contra patégenos (HOWARD
et al., 2003). Para essa finalidade existem duas principais estruturas, as quitinases
(EC 3.2.1.14) e as B-N-acetilhexosaminidases (EC 3.2.1.52). As quitinases clivam
as cadeias de quitina de maneira randémica em sitios internos, e as
acetilhexosaminidases catalisam a remocdo de residuos de GIcNAc das
extremidades ndo reduzidas das cadeias (ADRANGI et al., 2010). As quitinases
pertencem as classes 18 e 19 das dlicosil-hidrolases, dentre as quais as
diferencas se dao pelo padrao de reacfes cataliticas e homologia na sequéncia de

aminoacidos (MIZUNO et al., 2008).
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As quitinases pertencentes a sub-familia 18 ocorrem bactérias, fungos,
arguéias, animais e plantas, e tem estrutura tridimensional caracteristica formada
por 8 a-hélices e 8 - folhas formando dominio cataliticos em barril (Figura 1A) e
realizam seu processo de hidrolise por catalise assistida pelo substrato
(HUMPHREY et al., 1996).

E as quitinases classificadas na familia 19 sdo caracteristicas de
nematddeos, bactérias, virus e algumas plantas, com destaque para espécies do
género Streptomyces, e bactérias especificamente sulforosas ou de coloracdo
purpura de filos como Proteobacteria (SUMIDA et al., 2011), possuem estrutura
distribuida em uma quantidade maior de a-hélices (Figura 1b) e dominio catalitico
similar ao de lisozima, tanto que esta enzima por vezes assume atividade
quitinolitica (CHUANG et al.,2008). Possui catalise mediada por acidez com
inversdao do carbono anomérico de B para a conforme exemplificado (Figura 2)
(WOHLKONIG et al., 2010; YOSHIDA et al., 2010).

Essas enzimas também se classificam segundo o sitio catalitico onde a
enzima realizar4 a hidrélise, sendo endoquitinases quando em sitios internos
aletatorios da cadeia de quitina e que tem como produtos oligdmeros de GIcNAc
de baixa massa molecular, e exoquitinases quando atuante em sitios especificos
internos e regulados gerando exclusivamente estruturas chamadas
diacetilquitobioses, as ocorréncias desses tipos se dao tanto nas sub-familias 18

qguanto 19 das glicosil-hidrolases.
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Figura 1. Estruturas tridimensionais da quitinase. A — quitinase da familia 18 das
glicosil hidrolases originaria de Aspergillus fumigatus mostrando as estruturas em barril a
e B. B — quitinase da familia 19 das glicosil-hidrolases originaria de Carica papaya.

Extraido e modificado de Humphrey e colaboradores (1996).
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Figura 2. Especificidade de diferentes quitinases sobre o polimero de quitina. As
N-acetil-B-glucosaminidase cliva unidades monoméricas de GIcNAc nas terminagfes nao
reduzidas. Exoquitinases ou quitobiosidases clivam o polimero de quitina em unidades
diméricas de GIcNAc nas terminac¢des néo reduzidas e endoquitinases clivam as ligagbes

glicosidicas em sitios internos randdémicos das moléculas de quitina.

Conforme o tipo de organismo em que Sao expressas as quitinases podem

assumir diferentes funcdes fisioldgicas. Em fungos € integrante chave de todas as
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fases de desenvolvimento desde sua morfogénese, até a manutencdo de
metabolismo energético (SAHAI; MANOCHA, 1993; ADAMS, 2004), enquanto em
virus est4d associada aos mecanismos de patogénese, especificamente em
baculovirus se envolve na dissolugao de tecidos em insetos e principalmente no
rompimento de cuticulas larvais (MEZENDORFER; ZIMOCH, 2003). Em plantas
atuam contra infestacdes de fito-patdgenos e controle de interagbes entre
espécies, desenvolvendo resisténcia sistémica ou local contra organismos que
possuem principalmente quitina estrutural em sua composicdao (GRAHAM;
STICKLER, 1994) sendo até utilizada em processos de transgenia maximizando a
expressao da enzima em frutiferas (BISHOP et al., 2000).

Em vertebrados que ndo produzem quitina mas sédo consumidores ou
predadores de organismos que a possuem como insetos e crustaceos, as
quitinases estdo presentes principalmente em o6rgdos do trato digestivo e
participam ativamente na degradacdo de moléculas utilizadas posteriormente no
metabolismo de carboidratos (SOUZA et al.,, 2011). Em humanos e outros
mamiferos a quitinase ndo tem sua funcdo especifica totalmente desvendada,
sabe-se que estd presente no suco pancreatico e que esta associada a
mecanismos de defesa contra organismos quitinosos, em destaque ja foi
detectada a presenca de uma quitotriosidase (CHIT-1) e uma quitinase acidica
(AMCase), ambas podem ser utilizadas como indicadores de infestacfes fungicas
quando expressadas em altos niveis no plasma de pacientes, a CHIT-1 foi
evidenciada como sinalizador da doenca de Gaucher sendo altamente
expressadas por macrofagos representa um indicador de resposta imune inata em

7

pacientes afetados, e a AMCase é secretada por células epiteliais pulmonares
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sendo indicativo de inflamag¢des no trato respiratorio, reacbes alérgicas ao
acumulo de quitina e asma (VEGA; KALKUM, 2012; KIM et al., 2015).

As quitinases bacterianas tém ampla funcdo ecoldgica de reciclagem da
quitina presente no ambiente, produzem uma variedade grande de diferentes
quitinases, essencialmente a acdo enzimatica libera energia aproveitada por esses
organismos, que também realizam liberacdo de nitrogénio e carbono
principalmente em ecossistemas marinhos (KEIHANI; ROSEMAN, 1999). A
variedade de quitinases produzidas corresponde a diversidade de variacdes de
quitina encontradas no ambiente, em exemplo a espécie Vibrio harveiy é capaz de
expressar até dez tipos de quitinases diferentes e algumas linhagens de
Pseudomonas aeruginosa expressam quitinases com fungbes de lisozima
(COHEN-CUPIEC & CHET, 1998).

Em insetos a quitinase tem atividade continua na manutencdo da
renovacao cuticular e rompimento da matriz peritréfica, estando presente em
estruturas internas promovendo processos de reparacdo e maturacdo de
estruturas como epiderme e traqueia, pertencem a familia 18 das glicosil
hidrolases e ja foram identificadas em espécies do género Chelonas sp., e nas
espécies Lutzomiya longipalpis, Bombyx mori, Tenebrio molitor e no genoma do
transmissor da malaria Anopheles gambiae no qual se baseia este trabalho, a
maioria dos genes é comparado em homologia de sequencias aos genes de
quitinase de Drosophila melanogaster (BEHR; HOCH, 2005 CONSOLI et al., 2005;
ADRANGI; FARAMARZI, 2013)

O primeiro gene de quitinase de insetos a ser clonado, expressado em

sistema heterdlogo e caracterizado foi o da espécie Manduca sexta, utilizando
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sequéncias de Cdna (SAMUELS; REYNOLDS, 1993), em uma época onde se
especulava que as espécies compartilhavam de uma Unica sequéncia génica para
a expressao da enzima, e estudos com Bombyx mori mostraram que o genoma de
insetos pode expressar um complexo de enzimas com atividade quitinolitica ou
ainda expressar mais de 4 tipos diferentes.

Por meio da caracterizacdo genética e analise funcional do genoma de A.
gambiae foi prospectada sequéncia de nucleotideos codificante da quitinase, que
ganhou destaque e proposta para a clonagem e producéo heteréloga em sistema
utilizando P. pastoris.

1.6 Expressédo heterdloga e estudos de quitinases

A atividade enzimatica das quitinases tem valor biotecnolégico bem
explorado atualmente, sua aplicabilidade contempla o setor de saude publica,
industrial e do agronegdcio. Como ja citado anteriormente um dos principais
adventos do uso de quitinases recombinantes é a transgenia de espécies
fruticolas, onde se estabelecem mecanismos de resisténcia contra micoinfeccdes
e a sintese de bioinseticidas alternativos ao uso de agroquimicos (BISHOP et al.,
2000).

Em associacdo do setor industrial e de salde, as quitinases sdao
empregadas na fabricacdo de quitosana, um material de consisténcia versatil
usado principalmente em cosméticos, nutracéuticos para emagrecimento, biofilme

para alimentos e em estudos mais recentes vem sendo desenvolvido como

potencial substituto para pele humana (SILVA et al., 2006; DALLAN et al., 2005).
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Os beneficios se baseiam na expressdo heteréloga em modelos
bacterianos e eucaribticos, inumeros genes ja foram clonados, expressos e as
proteinas resultantes ja foram caracterizadas, os modelos mais bem estudados
envolvem o0s genes da espécie Bacillus turighiensis e Serratia marscensis, e
trabalhos atuais como os de Sousa e colaboradores (2019) ja prospectam enzimas

que além da eficacia tenham alta estabilidade térmica.

25



2. Justificativa

A espécie A. gambiae tem agregado destaque na analise funcional e
estrutural do seu genoma, estando atrelada a problematica da difusdo da malaria
no continente africano como principal vetor da doenca, tem impulsionado grupos
de pesquisa na obtenc¢éo de dados sobre sua fisiologia (BEHR; HOCH, 2005).

Com o volume reduzido de bioprodutos relacionados a controle biologico de
organismos nocivos a saude humana, zootécnica e vegetal, este estudo assim
como alguns previamente citados aborda a clonagem e expressao do gene da
quitinase como alternativa sustentavel para esta problematica, uma vez que
possui acdo quitinolitica seletiva afetando exclusivamente microrganismos onde a
quitina € componente estrutural ou tem funcionalidade metabdlica (KEIHANI;
ROSEMAN, 1999).

A relevancia da producdo de enzima recombinante representa potencial
biotecnolégico em aplicacées no meio industrial, uma vez que quitinases tem um
amplo espectro de aplicagbes, sobretudo no controle biolégico. O modelo
utilizando Pichia pastoris representa alto volume de expressdo da proteina em
questao principalmente pelo uso de expresséo regulada pelo promotor aox, em
alternativa a toxicidade do uso de metanol neste sistema de expressédo este
trabalho prop6s o uso simultaneo do promotor da fosfoglicerato quinase pgk, com
inducdo regulada por glicose. Ambos o0s sistemas representam potencial
rendimento semelhante ou superior a outras proteinas ja obtidas por
recombinacdo homodloga de genes heterdlogos em sua fisiologia, e a avaliacdo

uniforme da atividade enzimatica da proteina expressa colaborara com a
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elucidacdo da acdo enzimatica em insetos vetores sendo promissor candidato a

fator de controle bioldgico.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Clonar e expressar o gene da quitinase de Anopheles gambiae em Pichia

pastoris

3.2 Objetivos especificos

Clonar o gene da quitinase em vetores de expressdo e secrecdo pPIC9 e
pPICPGK

Integrar 0 gene da quitinase em Pichia pastoris utilizando os vetores
recombinantes pPIC9/QUIT e pPICPGK/QUIT.

Produzir a proteina recombinante por técnicas de inducdo (metandlica e
com glicose).

Obter a enzima recombinante como produto da inducédo em frascos

Determinar a atividade da enzima recombinante
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4. Metodologia

4.1 Estratégia desenvolvida

Esse trabalho foi dividido nas seguintes etapas: clonagem do gene de
quitinase de Anopheles gambiae, construgéo de vetores recombinantes,integracao
no genoma de P.pastoris linhagem GS115, inducdo a expressdo da quitinase,
andlise em gel de SDS, determinagdo de atividade enzimética e analise

estatistica. A figura 3 demonstra a sequéncia da aplicagdo dos métodos.

Expressdo

PBSK/QUIT - Meios de cultivo e aditivos

- Incubagdio por 120h

Clonagem do gene E.coli - DH5a F'lQ
.

- Indugdo: 0,5 % metanol para
pPIC/QUIT e 0,5% glicose para

—~— sl pPICPGK /QUIT.
Andlise de perfil de proteinas
expressas
Gene Vetores de expressdo P

da quitinase pPICPGK e pPIC9

Clonagem em E.coli - DH5a
— 7
——

Determinagdio
da atividade

Vetor recombinante

Transformagdo
em P. pastoris GS115

Andlise de dados
obtidos

[

Selecdo de clones
recombinantes

Figura 3. Fluxograma de atividades desenvolvidas durante a dissertacéo
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4.2 Linhagens hospedeiras

Escherichia coli DH5a

As células sdo de linhagem do gendtipo F @80lacZAM15 A(lacZYA
argF)u169 recAl endAl hsdR17(r«-, mk*) phoA supE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl.
Indicada para procedimentos de clonagem génica e construcao de bibliotecas de
cDNA (Invitrogen®). Essa linhagem foi utilizada em manipulacées de DNA, em
clonagem para obtencao e propagacao do gene.

Pichia pastoris GS115

Linhagem do genétipo his4 e fenétipo Mut*. E uma linhagem que possui
mutac&o no gene his4 de histidinol desidrogenase, o0 que representa que possui a
deficiéncia na producdo do aminoacido histidina (INVITROGEN, 2010), que
funciona como uma marca de selecdo auxotrofica, ou seja, um mecanismo para
selecdo de transformantes onde sequéncias codificadoras de his4 foram
incorporadas ao genoma e conseguem crescer em meios de cultura deficientes
em histidina.

4.3 Vetores utilizados

pBlueScript K (GenOne)

Vetor comercial amplamente usado em clonagem e sequenciamento,
possui regido de sitio multiplo de clonagem com pelo menos 21 sitios Unicos de
enzimas de restricdo, esse sitio é flanqueado por promotores de RNA polimerase
(T3 e T7) para uso em trabalhos com sintese de RNA in vitro, possui regido
codificante para o gene lac Z com regido interrompida pela adicdo do gene da

quitinase, a figura 4 mostra desenho esquematico dos sitios presentes no vetor e
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regides voltadas a replicacao e expressao.

QV\ promote, ‘

o _XhoI (668)

-~ EcoRI (701)

(3457) Bsal.___

pBSK - QUIT
4308 bp

T BamHI (1313)

(2109) SacI NotI (2088)

Figura 4. Mapa fisico do vetor BlueScript K com o gene da quitinase que foi inserido apés
0 promotor T3 nos sitios de restricdo de EcoRI e Notl. Desenho realizado com auxilio do
programa Snapgene ® versao 3.2.1 (2004-2019)

pPIC9 (Invitrogen)

Vetor comercial indicado para expressdo heterdloga de proteinas em P.
pastoris,tem por base o sistema de secrecdo delimitado pela presenca de
sequéncia peptideo sinal, possui as seguintes especificacfes: sequéncia de
aproximadamente 8023 pb, presenca do promotor aox1l codificante daenzima
alcool oxidase 1 e induzido pela adicdo de metanol, sequéncia peptideo sinal de
fator a de S. cerevisae (S), regido polylinker com multiplos sitios de clonagem de
endonucleases, terminador da transcricdo (TT) origem de replicacdo bacteriana
para uso também em sistemas com E. coli (pBR322), regido his4para selecdo

auxotréfica mas que também tem homologia com o genoma de P. pastoris
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proporcionando a integracdo assim como a regido 3’aoxl do cromossomo da
levedura e regido com sitio de resisténcia para ampicilina. A figura 5 ilustra um

mapa fisico do vetor com as regifes descritas.

(1) BgllI ‘Sacl (208)
/
JAOX1 promoter
g

_BamHI (938)

Xhol (1192)
/ _EcoRI (1222)
~— NotI (1235)

(5856) Ndel —

(5621) BgIII™

‘sall (3177)

Figura 5. Mapa fisico vetor plasmidial pPIC9 com os sitios delimitados, em roxo esta
indicado o peptideo sinal fator a. Desenho realizado com auxilio do programa Snapgene

® versao 3.2.1 (2004-2019)

pPICPGK-AMY

O vetor de expressdo pPGKA3AMY foi sintetizado no Laboratorio de
biologia molecular da Universidade de Brasilia (ARRUDA, 2008) e cedido pelo
professor Dr. Fernando Araripe Gongalves Torres da UNB. Possui 4390 pb, com
regido promotora do gene da fosfoglicerato cinase (PGK) regulado por glicose,

sequéncia condificante do peptideo sinal de S.cerevisae (PS), origem de
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replicacdo do vetor pUC 19 para a replicacdo em bactérias, marca de sele¢édo do
gene sh ble de origem em Streptoallteichus hidustanus que confere resisténcia ao
antibiético zeocina, controlado pelo promotor pTEF que indica fator de
elongamento da transcricdo, isto em leveduras, e o pEMT7 controlando a
transcricdo em E.coli sendo um promotor natural do fago T7, a regido CYC1
proporciona um processamento eficiente do mMRNA dando estabilidade ao gene de
resisténcia a zeocina, a regido codificante do gene da a-amilase de Bacillus
subtilis, com sitios das enzimas de restricdo EcoR1 e Notl, e terminador de
transcricdo do gene aoxl1 de P. pastoris. A figura 6 demonstra o mapa fisico do

vetor com cada sequéncia evidenciada.

SaclI (236)
BstBI (415)

NotI (2056)

Figura 6. Mapa fisico do vetor de expressao pPICPGK-AMY, com sitios delimitados PS
indicando peptideo sinal. Desenho realizado com auxilio do programa Snapgene ® versao

3.2.1 (2004-2019)
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4.4 Sintese quimica do gene codificante da quitinase de A. gambiae

A sequéncia nucleotidica da regido estrutural do gene da quitinase foi
obtida a partir de um banco de dados gendmico de A. gambiae disponivel no site
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — www.genome.jp/kegg/).
Essa sequéncia foi otimizada pela tabela do codon usagebias para expresséo em
P. pastoris, levando em consideracdo os codons preferenciais dessa levedura e o
equilibrio proporcional entre o contetdo de bases nitrogenadas citosina (C) com
guanina (G) e adenina (A) com timina (T). O gene foi flanqueado em 5 e 3’ com
sitios de restricAo para reconhecimento especifico das endonucleases EcoRI e
Notl, respectivamente, o que viabilizou a sua subclonagem nos vetores de
expressao e secrecao pPIC9 e pPGK. Na extremidade 3’, antecedendo ao stop
codon, foi inserida uma sequéncia codificadora de uma cauda de seis residuos de
histidina (hise-tag) para deteccéo e confirmacao da proteina expressada por meio
de ensaios imunolégicos, como forma de viabilizar sua purificacdo por afinidade
em coluna de niquel. Essa construcado génica foi quimicamente sintetizada pela
empresa GenOne e inserida no vetor pBSK pela mesma empresa sendo
denominando como pBSK-QUIT.

Durante a construcdo da sequéncia do gene de quitinase otimizado para
expressdo em P. pastoris foram utilizadas as ferramentas de bioinformatica
KEGG, BLAST, ExPasy, UniProt, CBS Prediction Servers, NEBcutter V 2.0,
Clustalw2 disponiveis em sites especializados na internet. A determinacdo das

propriedades tedricas como a massa molecular, sitios de glicosilagdo, ponto
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isoelétrico (pl) e meia-vida da proteina recombinante traduzida a partir do gene
TPP foi realizada com o auxilio das ferramentas de bioinforméatica ExXPASy
ProtParam Tool (<http://web.expasy.org/protparam/>)

4.5 Construcao dos vetores recombinantes pPIC-QUIT e pPGK-

QUIT

Para construcdo dos vetores de expressdo e secrecao de quitinase em P.
pastoris, 0 gene sintético quitinase foi primeiramente liberado do vetor de
clonagem pBSK-QUIT por digestdo dupla com as endonucleases EcoRI e Notl nas
seguintes condicdes: tampado NEB 3 1X, 1U de cada endonuclease, 2 uL de DNA
(~60 ng/puL) em volume final de 10 yL. O sistema de reacgdo foi mantido em
repouso a 37 °C por 3 h. A visualizacdo dos produtos da digestdo se deu por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio na
concentracéo de 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

Em seguida, o fragmento correspondente ao gene sintético da quitinase foi
purificado do gel de agarose utilizando-se o kit comercial lllustra GFX PCR DNA
and Gel BandPurification Kit (GE Healthcare) e ligado ao mdltiplo sitio de
clonagem dos vetores de expressao e secrecdo pPIC9 e pPGK, previamente
digerido com as endonucleases EcoRI e Notl nas mesmas condi¢des reacionais e
também purificado com o kit lllustraGFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare). A reacao de ligacéo se deu por agcdo da enzima T4-DNA ligase
(New England BioLabs), conforme as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante, e

0 sistema incubado por 24 horas a 16°C, respeitando as proporcdes de 3-5
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moléculas de inserto para 1 molécula de vetor, as especificagbes do protocolo

estdo distribuidas no quadro 1 juntamente com os volumes utilizados.

Quadro 1. Valores aplicados na digestao preparativa para a ligacao.

PBSQUIT pPic9GLA pPGK-AMY
Tampao 3.1 2 uL 2 uL 2 UL
Vetor 10 pL 8 pL 10 pL
ECOR1 1 L 0,7 pL 1 L
NOT1 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL
H20 6,5 UL 8,8 uL 6,5 UL
Volume Final 20 L 20 L 20 L

Os plasmideos recombinantes resultantes da ligacdo do vetor pPIC9 e
pPGK com o gene sintético da quitinase foram denominados pPIC-QUIT e pPGK-
QUIT, uma cauda com seis residuos do aminoacido histidina foi inserida na
porcdo C-terminal do gene, localizada antes do codon de término da traducdo. A
cauda de histidina foi Gtil para a deteccdo em testes de blott de colénia, 0os quais
confirmaram a expressao da proteina codificada pelo gene da quitinase. Ambos 0s
plasmideos foram utilizados para transformar células de E. coli DH5a
eletrocompotentes.

4.6 Transformacédo de células eletrocompetentes

Uma aliquota de 50 pL de células eletrocompetentes de Escherichia coli DH
5a foi utilizada para a transformacé&o com os vetores pPIC9-QUIT e pPGK-QUIT.
Um microlitro do principio transformante (inserto + plasmideo) foi utilizado para a

transformacao genética por eletroporacdo, em pulso elétrico de 1900 volts, em
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aparelho eletroporador (Modelo Eletroporator 2510 Eppendorf, cubeta com
passagem de 1,0 mm e capacidade de 100 yL de células competentes) para a
insercéo do plasmideo na célula hospedeira. Imediatamente apos o pulso elétrico,
as células eletroporadas foram ressuspendidas em 500 pL de meio LB (Luria
Bertani, apéndice) e o conteldo transferido para um microtubo de 1,5 mL, oqual
foi incubado a 37 °C por 1 hora sob agitacdo a 180 rpm para revigoracgéao celular.
Logo apds, realizou-se a semeadura (com volumes de células de 25 e 50 L) em
placas de Petri contendo aproximadamente 25 mL de meio LB agar e ampicilina
na concentragdo de 100 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37 °C por 18 horas para crescimento das coldnias transformantes

de E. coli DH5a/pPIC-QUIT e pPGK- QUIT.

4.7 Extracao plasmidial

Para a extracao do DNA plasmidial dos clones recombinantes crescidos em
placas foi utilizado o kit lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), o qual
possui solucbes atuantes nas fases de lise celular, desproteinizacado, lavagem e
eluicio do DNA plasmidial. Os procedimentos foram realizados segundo as
especificacdes do fabricante. O perfil eletroforético dos produtos de extracéo
plasmidial se deu em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5
png/mL) e visualizado sob luz UV.

4.8 Digestado do DNA plasmidial (Andlise de restri¢cédo)

Na andlise de restricdio, o DNA plasmidial extraido das bactérias

transformantes sofreu dupla digestdo com as endonucleases EcoRI e Notl (New
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England Biolabs). As condicbes da reacdo de digestdo foram as seguintes:
tampao NEB 3.1 1X, BSA 100 yg/mL, 1 U de cada endonuclease, 1 uyL de DNA
em volume final de 10 pL. A reacao foi incubada a 37°C por 2 horas. O perfil
eletroforético dos produtos da digestdo enzimética se deu em gel de agarose 0,8

% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado sobluz UV.

4.9 Transformacao de P.pastoris por eletroporacao

Inicialmente, uma aliquota de 50 pL de células leveduriformes de P.
pastoris GS115 foi utilizada para a subclonagem do cassete de expressao
presente nos vetores pPIC9-QUIT e pPGK-QUIT. Para transformacéo das células
eletrocompetentes de P. pastoris GS115, o vetor pPIC9-QUIT foi digerido com a
endonuclease Bglll para liberacdo do cassete de expressédo carregando o gene
sintético da quitinase e o vetor pPGK-QUIT foi digerido com a endonuclease Sacl,
e as condicOes da reacao de digestdo foram as seguintes: tampao NEB3.1le 1X,
10U de Bglll, 10 ug de DNA em volume final de 20 uL para o vetor pPGK-QUIT e
tampdo NEB1.1 e 1X, 10U de Bglll, 10 ug de DNA em volume final de 20 uL. A
reacao foi incubada a 37 °C por 2 horas.

Para a eletroporacao, foram utilizados 50 uL de células eletrocompetentes
misturadas com 10 pg do DNA linearizado. O sistema de transformacéo foi
transferido para uma cubeta de eletroporacdo de 2 mm previamente resfriada e
incubado emgelo por 5 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a
eletroporagdo com voltagem de 1300 milivolts em eletroporador. Imediatamente

apos a eletroporagdo ascélulas foram ressuspensas em 1 mL de sorbitol 1 M
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gelado para auxiliar narecuperacdo da parede celular. O contetdo foi transferido
para um microtubo estérilde 1,5 mL e semeados volumes de 50 e 100 pL em
placas de Petri contendo meio MD (Minimal dextrose) sem o aminoacido histidina
para as leveduras transformadas com pPIC9-QUIT e meio YPD (Yeast peptona
dextrose) com zeocina 100 pug/mL para as leveduras transformadas com pPGK-
QUIT, ambos sdo métodos de selecdo auxotréfica das células transformantes. As
placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas.

4.10 Confirmacdo da integracdo do cassete de expressao por

colony blotting

A técnica se baseia na imunodeteccdo da cauda C-terminal de histidina
expressada em clones transformantes, e consiste em primeiro momento da
imposicdo de uma membrana de nitrocelulose sobre a cultura celular, colocando
varias camadas de papel de filtro e papel-toalha sobre a mesma, esse processo
promove a transferéncia das proteinas marcadas com cauda de histidina para a
membranade nitrocelulose por capilaridade e transcorreu por aproximadamente 4
horas, transcorrido esse periodo foram retiradas as camadas de papel e a
membrana de nitrocelulose foi transferida parauma placa estéril com a superficie
das colbnias voltada para cima.

Nos passos seguintes os procedimentos foram: (a) incubar a membrana em
solugdo SDS 10 % (p/v) por 10 min; (b) transferir a membrana para asolucao
desnaturante (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) e incubar por 5 min; (c) transferir e
incubar em solugéo neutralizante (1,5 M NacCl; 0,5 M Tris pH 7,4) por pelo menos

duas vezes (d) transferir e incubar em solugcdo SSC652X (0,8765 g NaCl; 0,5025 g
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citrato de sédio diidratado preparado em volume de 50mL) por 15 min.; (e) lavar
em tampé&o TBS (10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl) por 10 min. sob agitagao.
Este procedimento foi realizado segundo o protocolo de colonyblot da Qiagen
(Protocol 4. Colony-blot procedure; The QlIAexpressionist™, pg. 43, June 2003).

Concluindo essas etapas foram seguidos os procedimentos de revelagéo e
deteccdo da cauda de histina C-terminal conforme o protocolo de Imunodetecgéo
Cromogénica Western Breeze da Invitrogen (WesternBreeze® Chromogenic
WesternBlot Immunodetection Kit). Ap6s a revelacdo da membrana, clones
transformantes positivos para quitinase foram selecionados para os experimentos
posteriores.

4.11 Inducado da expressédo da quitinase em placa

Para a realizacdo do experimento de inducdo da expressao heterdloga
foramselecionados cinquenta clones de P. pastoris recombinante transformados
com pPIC9-QUIT e doze clones transformados com pPGK-QUIT. A levedura
GS115 sem o inserto foi utilizada como controle negativo.

Para aumento de massa celular, os clones selecionados de pPIC-QUIT
foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGY-U (Apéndice A) e em placa
de Petri, enquanto os clones selecionados a partir de pPGK-QUIT foram
inoculados em meio YPD sélido para ganho de massa celular. Ambas as placas
foram incubadas a 30 °C por 18 a 24 horas. Em seguida, as culturas de pPIC9-
QUIT foram transferidas para uma nova placa contendo aproximadamente 25
mLde meio BMMY-U + quitina coloidal 2%, e as culturas de pPGK-QUIT foram

transferidas para meio YPD + quitina coloidal 2%. A indugc&o do promotor pAOX1,
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0 qual sinaliza a transcricdo do gene e que foi integrada aos clones pPIC9-QUIT,
foi realizada poradicdo de metanol P.A. as culturas celulares a cada 24 horas,
mantendo uma concentragéo final de 0,5 % (v/v). Ja a indug&o do promotor pPGK,
0 qual sinaliza atranscricdo do gene e que foi integrada aos clones pPGK-QUIT,
foi realizada de modo constitutivo no meio de cultivo contendo glicose 2%. A
induc&o da expressao génica foi realizadadurante 120 horas a 30 °C em estufa
bacteriol6gica. Ap6s o término destas inducdes as placas foram reveladas por
coloragdo com vermelho congo 0,1% e HCI 1M conforme descrito por Okay e
colaboradores (2008).

4.12 Inducado da expressdo em frascos agitados

Para a realizacdo do experimento de inducdo da expressao heterdloga
emfrascos agitados, foram selecionados seis clones de P. pastoris de pPIC9-
QUIT, um clone pPIC9 sem inserto (controle negativo) e um clone de P.pastoris
produtor de lipase (controle positivo). Para aumento de massa celular, os clones
selecionados foram inoculados em 25 mL de meio decultura BMGY-U em
erlenmeyer de 250 mL e incubados a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm até a cultura
atingir D.O.s00nm entre 2-6, em tempo aproximado de 18 a 24 horas. Ao atingir a
D.O.s00nm Necessaria, as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a
4°C e ressuspendidas em 50 mL demeio BMMY-U em erlenmeyer de 500 mL, de
modo que a D.O.s00nm inicial da cultura ficasse proximo a 1,0.

A inducdo do promotor pAOX1, o qual sinaliza a transcricdo do gene da
quitinase integrado ao genoma da hospedeira, foi realizada poradicao de 250 yL

de metanol PA as culturas celulares a cada 24 horas, mantendo uma
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concentracéo final de 0,5 % (v/v). A inducdo da expressao génica foi realizada
durante 96 horas a 30 °C sob agitagcéo constante de 250 rpm.

A inducéo do promotor pPGK que também sinaliza a transcricdo do gene da
quitinase foi realizada de maneira que os clones selecionados foram inoculados
em 15 mL de meio YPD em condi¢des estéreis, em erlenmeyers de 250 mL, e
incubados a 28 °C em agitagcédo de 200 rpm durante a noite, assim que atingiram
O.D.soonm de 0,3 a 0,5 de crescimento foram centrifugados e transferidos para
erlenmeyers de 1L em shaker a 28 °C, em rotacéo de 200 rpm durante 96 horas.
Foi realizada a adi¢cdo de glicose 2% a cada 24 horas e retiradas aliquotas de 3
mL para determinacgdo da atividade enzimética.

As aliquotas das culturas das duas estirpes foram centrifugadas a 12000
rpm por 3 minutos a 4 °Ce os sobrenadantes imediatamente conservados a -80 °C

para posterior analise.

4.13 Medida da atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi testada empregando ensaio fluorimétrico
utilizando o substrato 4-Metilumbeliferona 3-D-N,N’,N"- triacetilquitotriosideo, com
a ocorréncia de hidrolise nesta molécula o produto fluorescente liberado
(umbeliferona) pode ser mensurado. A reacao foi realizada em placa de 96 pocos
com 20 pL substato em de tampé&o acetato de sédio pH 5,6 50 mM e 80 pL do
sobrenadante de cultura. A reacado foi incubada durante 20 minutos a 37 °C e

paralisada com adicdo de 400 mM de carbonato de sodio. A fluorescéncia foi
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mensurada no comprimento de excitacdo de 340nm e emissdo 460 nm
(Modificado de Thimoteo et al. 2017).

4.14 Anédlises estatisticas

Os testes foram realizados em triplicatas, utilizando sobrenadante de
cultura. A significancia de cada ensaio sera determinada de acordo delineamentos
experimentais baseados no método de Plackett-Burman (PB) e delineamento
composto central rotacional (DCCR) foi realizada a analise da influéncia dos
parametros de pH, temperatura e tempo de reacdo, por meio do diagrama de
Pareto e RSM. O nivel de confianca foi de 95%. As matrizes de dados codificados,
os calculos mateméaticos para representacdo dos dados experimentais e analise

de variancia foram obtidos utilizando o programa STATISTICA 10.0.
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5. Resultados e discusséao

5.1 Otimizacao da sequéncia do gene

Os dados da sequéncia nucleotidica do gene estdo alocados no GenBank
do National Bank of Biotechonnology Information (NCBI) pela identificagéo
Anopheles gambiae str. PEST AGAP005634-RA e possuem congruéncias com
outros bancos de dados além deste, atestando a veracidade das sequéncias
obtidas.

Na figura 7 a sequéncia representa o padrdo da otimizacéo realizada para
expressdo em P.pastoris, onde houve a retirada do peptideo sinal e a adicdo de
cauda de histidina C-terminal.Na analise dos amino&cidos traduzidos a previsao é
gue a proteina em seu estagio final de construcdo tenha pelo menos 461 residuos
de aminoéacidos e um sitio de N- glicosilacdo na posicdo 316, a pesquisa foi feita
com o auxilio de ferramentas como o NetNGlyc 1.0 server e em consulta ao
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Quitinase (49 kDa, 1353 nt)

GOTGRATTCGTCETGACGEGAC CACGATAGAGTTGTCACATGOTACATCTCCACCTGEGECCETTT
ACAGRACOGGTTCTGCTTCCTACCCATTAGACGCCTTCGATCOTACCTTGTGTACTCATGCCAT
CTACGCATTTGCTGET CTTGATGAGGAR A LGALTGCCATCARATCTTTGGATGC T TGECAGEAT
TTARRAGATARACTACGERARLGGETGGCTACGRAARACTTRACCGEGRATGAGRGOCGCACRATCCAC
ACTTGALRGGTCCTGTTAGCCATCGGTGEATGEAACGAGGGTTOTGARLAGTACTCCALRCTTGEE
TECCAACCCAGARAGACGTCALAGCATTOGTTAAGRAATGCTTTAGACTTTGTCARLCAGTACGET
I CGATGERCTTCACTTGEGAT TEGGAGTATCCTACT CAGRGAGETGEARRACCAGCCGATCETE
AL CTTTGTTGCTTTAGT CAGAGAGTTGTCTCAGCTTTTCAGARALCACALCTTACTETTGRT
TG TTTCGETGCCEEAMAGEACACTATCGATTCTGCATACGACGTCARAGCTTTAT CARAG
TATCTGGATTTTCTTCACATCATGTGCTATGRACTACARAGEGATCCTGEEATGEARGRATTGETC
CTRAACGCACCACTGACCTCTCGTGACTTCCTGAACGTCGAGTACTCAATCGARCATTTGTTAGR
FOTEGETECACCAGCCTCTARACTTGTOTTGEETCTGCCAT TCTACGEARGAACCTTTETCTCC
CCTATGGCRAAAGECCAGATTGGETGACRCTTCCGATARAGTCGEATTTGCTGETCCATCCACCR
AAGAGAACGGATTCATGEGCTACAATGAGGTCTCTGARGAGCTTARGAGARALOCCTGATGACTE
GACCTTGGRATGEGRACGOTGCCGCATCOGRAGATGGTTGCTATCARATCTARCGETRACTGCCTOC
CAGGTTGTCGTGTACGATTCARCCAGATCTATCGCTRAACRAGETTCGTTTTGCAGTCAGRCAAR
AATTAGCOGGTTTGATGETTTGETCCGTOGATACTGACGATTTCAATGGACTTTGTGCACCAGT
AGCTGACACTTACAL R GRACTTTGEAGETGCTEECCTTACCATCCCCCCACCTETTTCCEERLAE
TACCCTTTGTTARAGACTATCTCTARCGCCGTCCTGCTTGCTACCGACGRGC AR CAC R GEAGR
ACETCATCCCTRAATGETCCAGRAGAGETTCCCTCTGCCEECEETACCTOCACTEGACCTTCAGE
TGEOCGCALRGTGTTGCCGEAGCTTCCTGETTACTTTCTGTCGTEGTTGCTGEGTTGCCRACCGTGRACT

GTCACTGETCAGALCATTA G C T A R NS = C CGOCGC GO

Figura 7. Sequéncias com codons otimizados para Pichia pastoris. O peptidio-sinal foi
retirado. Foi inserida sequéncia para Calidademistding. Sitios de restricdo: EcoRl, Smal,

Notl, Miul. FEfminacas
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Name: Sequence Length: 461

AEFVVTDHDRWWTCY ISTWAVYRTGSASYPLDAFDPTLCTHATYAFAGLDEEKNATKS L DAWQDLKDNY GKGGYEKLTGM
RAAHPHLEKVLLATGGWNEGSEKYSNLAANPERRQAFVENALDFVKQYGFDGLDLDWEYPTORGGKPADRENFVALVRELS
QLFRKHNLLLTSAFGAGKDTIDSAYDVKALSKYLDFLHIMCYDYKGSWOGRIGPNAPLTSROFLNVEYSTEHLLELGAPA
SKLVLGLPFYGRTFVSPMAKARLGDTSDKVGFAGPSTKENGFMGYNEVCEELKRNPDDWTLEWDAAASEMVATKSNGTAS
QUWVYDSTRSTANKVRFAVROK LAGLMVIWSVDTDDFNGLCAPEADTYKDFGGAGLTIPPPVSGKYPLLKTISNAVLLATD
EQTQENVIPNGPEEVPSAGGTSTGPSGAASVAGASHLLSVVLLVATVTVTVRTLTRPGAAA

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

Figura 8. Sequéncia prevista de aminoacidos pos traduzidos e sitio de N-glicosilagcao
indicado em N na posicdo 316

5.2 Andlise de restricdo e construcao de vetores recombinantes

A liberacdo do gene sintético quitinase de 1353 pb do plasmideo pBSK-
QUIT foi realizada por meio de digestdo dupla desse vetor com as endonucleases
EcoRI eNotl. O fragmento génico de quitinase purificado foi ligado ao multiplo sitio
de clonagem dos vetores pPIC9 e pPGK-AMY, previamente linearizados com as
mesmas endonucleases. Na figura 9 sdo mostrados os perfis eletroforéticos
resultantes da digestdo do plasmideo pBSK-QUIT, onde na ordem de distribuicdo
sdo mostrados o vetor pBSK-QUIT linearizado com a enzima EcoR1 (1), tratado
com a enzima Notl (2), e o fragmento génico liberado com tamanho correto em
pares de base, correspondente ao gene da quitinase digerido pela acdo das duas
enzimas (3), o vetor pBSK-QUIT intacto (4) na parte central o marcador de massa
molecular (5), em sequéncia o vetor pPIC9 intacto (6), e em seguida o vetor pPIC9

digerido por EcoR1 e Notl liberando um fragmento de aproximadamente 2700 pb
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correspondente ao gene da glicoamilase (7), o vetor pPGK-AMY intacto (8) e no
altimo poco o vetor pPGK-AMY digerido liberando o fragmento génico da a-

amilase de aproximadamente 1500 pb (9).

Figura 9. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8%, demonstrando vetores linearizados
com as enzimas EcoR1 (1) e Notl (2), uma dupla digestdo do plasmideo pBSK-QUIT (3),
o vetor pBSK intacto (4), dupla digestdo dos plasmideos pPIC9-QUIT (7) e pPGK-AMY

(9). E marcador molecular GeneRuler 1kb ladder (5) Fermentas ®.

Partindo da liberacdo do inserto génico, foram realizadas purificacbes do
plasmideo pPIC9 e pPGK-AMY apds a digestdo dupla, resultando plasmideos
dupla fita com extremidades stick end abertas nos sitios de EcoR1 e Notl, e
purificacdo do gene da quitinase liberado pelo pBSK.

ApoOs a reacédo de ligase com acdo da enzima T4, linhagens de E.coli DH5a
foram transformadas com os plasmideos recombinantes, e apds procedimento de
extracdo de DNA plasmidial foi realizada nova digestdo e foi constatada a
liberacdo do gene da quitinase tanto em pPIC9-QUIT quanto pPGK-QUIT. A figura
10 ilustra os mapas fisicos dos plasmideos obtidos, sendo que o pPIC9-QUIT
apresenta 9397 pb e pPGK-QUIT 4417 pb ambos com regido dos sitios de

clonagem flanqueando os genes.
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pPIC9-QUIT

9397 bp

/SacI (236)
BstBI (415)

EcoRI (696)

pPGK-QUIT
4417 bp

NotI (2083)

Figura 10. Mapa fisico dos vetores recombinantes clonados nos sitios de restricdo EcoR1
e Notl. Desenho desenvolvido na plataforma Desenho realizado com auxilio do programa
Snapgene ® versao 3.2.1 (2004-2019).

Evidenciando a construcdo dessas estruturas estdo os perfis eletroforéticos
dispostos nas figuras 11 e 12, mostrando os vetores intactos e apos restricdo com

as endonucleases.
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Figura 11. Perfil eletroforético de extracdes plasmidiais de pPIC-QUIT e digestao
liberando o gene de quitinase. (1) DNA plasmidial intacto, (2) DNA plasmidial digerido com
EcoR1, (3 e 4) DNA plasmidial digerido com Not1, (5,6) DNA plasmidial digerido com as
enzimas EcoR1 e Notl, liberando o gene da quitinase indicado pela seta. Gel de agarose
0,8%.

Figura 12. Perfil eletroforético de extracbes plasmidiais de bactérias transformadas com
pPGK-QUIT. Vetor intacto (2) e amostra com digestdo dupla com liberacdo do gene da

quitinase(3, 4 e 5). Gel de agarose 0,8%.

48



5.3 Confirmacdo da integracdo do cassete de expressdao no

genoma de P. pastoris.

Com o término da inducdo inicial em placa por 72 h, a expressdo da
proteina quitinase nos clones transformantes de P. pastoris foi confirmada em um
processo onde os clones foram submetidos ao teste de colony blot que consiste
em transferir por um periodo de 4 h a colénia marcada com his6-tag para uma
membrana de nitrocelulose por meio da imobilizacdo desta molécula imunogénica.
Apoés as 4 h de transferéncia, foram prosseguidos os passos do teste de colony
blot descritos na metodologia (secéo 4.9).

No teste que avaliou a placa com clones de pPGK-QUIT, houve a
confirmacédo de 8 clones com expressao positiva da cauda de histidina c-terminal,
e sua atividade quitinolitica foi constatada em uma placa réplica apos indugédo com
meio contendo o substrato da enzima, em mais de um teste os halos de
degradacdo tiveram coloracdo forte, evidenciando a ligacdo entre o vermelho
congo e os oligossacarideos produzidos na hidrélise no meio de cultivo. A figura
13 compara o resultado da coloracdo em membrana de nitrocelulose com a
revelacdo pelo método utilizando vermelho congo.

O mesmo mecanismo de avaliacdo nas leveduras transformantes de pPIC9-
QUIT constatou 7 clones positivos para a integracdo do cassete de expressao ao
genoma, e 12 positivos quanto em atividade quitinolitica. A figura 14 demonstra o
resultado de ambos os testes, mostrando em A a membrana de nitrocelulose, e B

a placa revelada por adi¢ao de solugédo com vermelho congo 2%.
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Muts

Figura 13. Membrana de nitrocelulose com o resultado do colony blotting (A), e revelacdo
da atividade quitinolitica de alguns clones através da solugdo de vermelho congo 2%(B)
de clones transformados com o vetor pPGK- QUIT.

Figura 14. Membrana de nitrocelulose com o resultado do colony blotting (A), e revelagéo
de atividade quitiniolitica de alguns clones através da solucao de vermelho congo 2% (B)
de clones transformados pelo vetor pPIC9-QUIT.

A intensidade e o diametro da coloracdo ao redor de cada col6nia
correspondem aproximadamente ao nivel de secrecdo do produto recombinante
expresso pelos diferentes clones. Porém nao € um parametro linear (CREGG et
al., 2009), por esta razdo prevaleceu o principio da aleatoriedade na triagem dos
clones recombinantes a serem submetidos a indugcéo em frascos agitados.

50



5.4 Caracterizacdo parcial segundo a atividade

5.4.1 Triagem de clones recombinantes

Na analise da atividade enzimatica foram realizados ensaios fluorométricos,
empregando o substrato analogo a molécula de quitina denominado 4-
Metilumbeliferona 3-D-N,N’,N"- triacetilquitotriosideo, com a ocorréncia de hidrdlise
nesta molécula o produto fluorescente liberado (umbeliferona) pode ser
mensurado em determinado comprimento de onda 340nm (excitacdo) e 460 nm
(emissdo), na enzima recombinante presente nos sobrenadantes de -cultura
(Figura 15), esta metodologia foi descrita primeiramente por Kuranda e Robbins
(1991) sendo amplamente utilizada nos parametros de determinagdo de atividade
quitinolitica (KING & BUTLER, 1998; KIKKERT et al., 1998; CABIB; SILVERMAN;
SHAW, 1992) de alta sensibilidade e rapidez quando comparada a quitina coloidal
(MCCREATH; GOODAY, 1992).
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Figura 15. Triagem dos clones recombinantes produtores de quitinase. AOX = clones
induzidos com metanol, Liso R = Clone produtor de lisozima de A. darlingi, Branco=
reacdo realizada com agua, Liso C= lisozima comercial e PGK= clones induzidos com
glicose.

5.4.2 Delineamento Plackett & Burman (PB) e delineamento

composto central rotacional (DCCR)
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ApGs triagem inicial foram definidos com auxilio do software Estatistica 10.0
0s parametros de 15 ensaios turbidimétricos em triplicata a serem submetidos os
sobrenadantes dos clones pPIC/QUIT-23 e pPGK/QUIT-07. A tabela 1 apresenta a
matriz de dados com valores dos parametros utilizados nos ensaios e valores
resposta obtidos do clone pPIC9/QUIT-23 e a tabela 2 apresenta matriz idéntica
de parametros com dados obtidos a partir do clone pPGK/QUIT-07, ambas as
respostas foram mensuradas imediatamente apds 0s ensaios.

A confiabilidade dos resultados no teste pode ser constatada pela auséncia
de diferenca significativa entre os ensaios 13, 14 e 15, definidos como pontos

médios dos ensaios.

Tabela 1. Matriz de parametros aplicados no teste de Placket & Burman (PB)
constituido de 15 ensaios fatoriais e 3 repeticbes em seu ponto central, referentes ao
clone pPIC9/QUIT-23. A coluna em negrito demonstra os resultados obtidos a partir da
producdo do composto fluorescente.

Ensaio Substrato(mM) Enzima(uL) pH Temperatura Tempo (min.) Resultados (uM)

1 9 20 8 20 10 5.59
2 9 80 2 60 10 13.49
3 1 80 8 20 50 13.02
4 9 20 8 60 10 5.25
5 9 80 2 60 50 12.63
6 9 80 8 20 50 11.95
7 1 80 8 60 10 11.89
8 1 20 8 60 50 5.63
9 1 20 2 60 50 4.75
10 9 20 2 20 50 5.41
11 1 80 2 20 10 11.62
12 1 20 2 20 10 3.45
13 5 50 5 40 30 9.80
14 5 50 5 40 30 10.08
15 5 50 5 40 30 9.45

Tabela 2. Matriz de parametros aplicados no teste de Placket & Burman (PB)
constituido de 15 ensaios fatoriais e 3 repeticdes em seu ponto central, referentes ao
clone pPGK/QUIT-07. A coluna em negrito demonstra os resultados obtidos a partir da
producdo do composto fluorescente.

52



Ensaio Substrato(mM) Enzima(uL) pH Temperatura Tempo (min.) Resultado (uM)

1 9 20 8 20 10 13.02
2 9 80 2 60 10 14.50
3 1 80 8 20 50 12.61
4 9 20 8 60 10 8.78
5 9 80 2 60 50 13.94
6 9 80 8 20 50 13.62
7 1 80 8 60 10 11.82
8 1 20 8 60 50 7.85
9 1 20 2 60 50 5.30
10 9 20 2 20 50 9.14
11 1 80 2 20 10 13.37
12 1 20 2 20 10 4.78
13 5 50 5 40 30 12.83
14 5 50 5 40 30 13.04
15 5 50 5 40 30 11.33

A tabela 01 apresenta resultado elevado em pH 2 nos ensaios 2 e 3, ambos
com valores maiores de caldo enzimatico, no entanto quantidade menores deste
caldo no mesmo pH demonstram decréscimo na resposta nos ensaios 9 e 12.

O diagrama de pareto apresentado na figura 16 se refere aos testes da
tabela 01, também indica fatores como pH, temperatura e tempo como nao
significativos, demonstrando que a atividade pode ocorrer em outras faixas de pH

além das apontadas nas respostas da tabela 01.
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Figura 16. Diagrama de pareto obtido a partir do delineamento de Plackett e Burman de 5
parametros avaliados, com o valor de reposta indicado em Curvatr. As siglas representam

respectivamente: [E] — Enzima, [S] — Substrato, t(min) — tempo e pH.
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O diagrama de pareto demonstra que o efeito so foi significativo na enzima
utilizada, para a validacdo destes parametros a analise sugeriu a repeticdo destes
ensaios. E a mesma analise com os ensaios aplicados ao clone pPGK/QUIT-07,
demonstraram a significancia de pelo menos dois parametros (Figura 17).Tanto as
andlises de PB quanto de DCCR visam a otimizacdo de sistemas de expressao e
atividadeenzimatica, indicando respostas promissoras e pontos a serem

modificados para a obtencéo de respostas concisas.
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Figura 17. Diagrama de pareto obtido a partir do delineamento de Plackett e Burman de 5
parametros avaliados, com o valor de reposta indicado em Curvatr. As siglas representam

respectivamente: [E] — Enzima, [S] — Substrato, t(min) — tempo e pH.

Através dos resultados distribuidos na figura 17, os fatores significativos
foram a quantidade de enzima e o substrato aplicado. Foram necessarias
modificacdes na concentracdo desses dois fatores para a obtengcéo de curva com
resultado significativo. Segundo a tabela 2 a atividade enzimética teve destagque
em ampla faixa de pH nos valores de 2 a 8, em adicional no diagrama de pareto
da figura 17 demonstra que o pH ndo demonstra valor significante, tornando ampla
faixa de atividade em que a reacao pode ocorrer.
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A aplicacao destes testes demonstra uma andlise inicial sobre a influéncia
de cada parametro avaliado na atividade enzimatica, ficando evidentes os que
possuem efeito significativo e ndo significativo a aobtencéo de proteinas depende
da maneira que foi desenvolvida a expressao em frascos agitados, as condicoes
deste procedimento estdo bem delimitadas na literatura (CREGG, 2007; CREGG
et al.,, 2009; LI et al., 2007; WEIDNER et al.,, 2010) mas ainda representam
sistemas de producao heterdloga limitados pela disponibilidade de oxigénio, e com
niveis varidveis na obtencao de biomassa.

No prosseguimento dos experimentos novos ensaios foram realizados com
o clone pPGK/QUIT-07 observando as duas variaveis fixadas anteriormente, foram
desenvolvidos parametros para analise através de Delineamento composto central
rotacional (DCCR), com valores fixados na tabela 3 observando as respostas ja

obtidas no teste PB.

Tabela 3. Matriz de parametros aplicados no teste de Placket& Burman (PB)
constituido de 17 ensaios fatoriais e 3 repeticdes em seu ponto central, referentes ao
clone pPGK/QUIT-07. A coluna em negrito demonstra os resultados obtidos a partir da
producdo do composto fluorescente.

Ensaios DCCR Substrato (mM) Enzima (ul) pH Resultado (uM)
1 5.00 50.00 5.00 28.832
2 5.00 50.00 11.00 23.142
3 5.00 110.00 5.00 25.457
4 5.00 110.00 11.00 21.174
5 13.00 50.00 5.00 30.839
6 13.00 50.00 11.00 18.452
7 13.00 110.00 5.00 27.904
8 13.00 110.00 11.00 19.632
9 2.27 80.00 8.00 19.242
10 15.73 80.00 8.00 22.875
11 9.00 29.55 8.00 16.607
12 9.00 130.45 8.00 24.127
13 9.00 80.00 2.95 31.395
14 9.00 80.00 13.05 5.355
15 9.00 80.00 8.00 19.105
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16 9.00 80.00 8.00 19.670
17 9.00 80.00 8.00 20.236

Nas analises referentes a matriz de DCCR estdo demonstradas nos
graficos de superficie de resposta a seguir, onde testes foram tracados para
investigar de maneira comparativa a atividade da enzima em relacdo ao substrato
(Figura 18), pH em relagéo a substrato (Figura 19), substrato em relacéo a enzima

(Figura 20) e pH em relagdo a enzima (Figura 21). A tabela 4 traduz os valores
aplicados no gréfico de superficie.

Tabela 4. Matriz de parametros aplicados no delineamento experimental DCCR,
referentes a ensaios realizados com o clone pPGK/QUIT-07.

Matriz de dados e respostas obtidos no DCCR — pPGK/QUIT-07

-2 -1 0 1 2
Substrato
(mM) 2.27 5 9 13 15
Enzima (ul) 29.54 50 80 110 130
pH 3 5 8 11 13

Y RO

I 30
[]25
I 20

Figura 18. Gréfico de superficie de resposta e superficie de contorno do DCCR tendo
como fatores a enzima recombinante e o substrato 4-MUF, a variavel de resposta é o
produto fluorescente da atividade enzimética em pM.
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A andlise da resposta no gréfico da figura 18 demonstra que na mais alta
concentracdo de substrato e enzima é onde se obtém mais produto da hidrolise,
com pico demonstrado entre 13mM e 15mM de substrato, com 110 a 130 uL de
enzima para obtencdo de 35 uM de resposta no substrato colorimétrico, esses
dados sugerem otimizacao da concentracdo dos dois para a atividade enzimatica,
no entanto jA demonstra resposta positiva.

Na figura 19 o grafico da superficie de resposta analisa duas outras
variaveis, o pH e o substrato utilizado, de maneira que o produto gerado tem
crescimento linear conforme o aumento na quantidade de enzima, de forma
indiferente as variacdes de pH indicadas em seu eixo. Seguindo os parametros
distribuidos na tabela 4 ha atividade em todas as concentracdes de substrato e
resposta aproximada entre a faixa de pH 2 e 9.
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Figura 19. Grafico de superficie de resposta e superficie de contorno do DCCR tendo
como fatores o substrato 4-Metilumbeliferona e diferentes faixas de pH, a variavel
indicada na legenda é a resposta do produto fluorescente da atividade enzimatica em puM.

57



3 SSERRXR

CSOOREKKY

e Q"»‘zz'
» s

? 20 'I_’l
o
g
Z

L7
Py

Figura 20. Gréfico de superficie de resposta e superficie de contorno do DCCR tendo
como fatores o substrato 4-Metilumbeliferona e enzima recombinante, a variavel indicada

na legenda é a resposta do produto fluorescente da atividade enzimatica em puM.
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Figura 19. Gréafico de superficie de resposta e superficie de contorno do DCCR tendo
como fatores o pH e de enzima recombinante, a variavel indicada na legenda é a resposta

do produto fluorescente da atividade enzimatica em pM.
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O desenvolvimento destes testes utilizando o substrato 4-metilumbeliferona
mostrou caracteristicas diferentes das habitualmente presentes em quitinases com
origem em insetos. Em estudos que caracterizaram quitinases da espécie M.
sexta (HUANG et al, 2000;LU et al, 2002; ZHANG et al., 2002),C.
fumiferana (ZHENG et al., 2002) e L. oleracea (FITCHES et al.,, 2004) indicam
uma faixa 6tima de pH para atividade positiva compreendendo valores entre 6,0 e
9,0. Em muitos casos, um substrato pode induzir uma mudanca conformacional na
enzima para uma forma que sera mais ou menos resistente a desnaturacéo pelo
pH (SEGEL, 1979), o que nao foi observado nestes testes.

Observando dados de quitinases presentes na epiderme e no trato digestivo
em insetos da ordem lepidéptera, a predominéncia é que possuam carater
altamente alcalino (WATERHOUSE, 1949; BERENBAUM, 1980; DOW, 1992),
sendo o presente em larvas nas faixas de 10 a 12 (DOW, 1984, DOW,
1992; GRINGORTEN et al., 1993). Através de técnicas avancadas com
microelétrodos, foi mensurado que o pH da regido do intestino dos insetos do
género Anopheles tem valor de 11 e 8 em suas porcdes anterior e posterior
(BOUDKO et al., 2001). Entretanto a quitinase recombinante desenvolvida neste
trabalho, mostrou em mais de um teste atividade compreendida entre a faixa 2 e 8
de pH, fato que pode indicar uma eficiéncia em controle biol6gico com atividade
substancial em fases de muda do inseto ou na modulacdo intestinal da matriz
peritrofica.

Diversas espécies ja foram caracterizadas nas espécies A.
gambiae, Chelonas sp., G.morsitans, L.longipalpis, e P. cochleariae (KRISHNAN
et al,, 1994; SHEN AND JACOBS-LORENA, 1997; GIRARD AND JOUANIN,
1999; YAN et al., 2002; RAMALHO-ORTIGAO e TRAUB-CSEKO, 2003; GENTA et
al., 2006) com a atividade baseada com 4metilumbeliferona-(GIcNAc), no entanto
os estudos propbéem sempre que sejam realizados testes com o substrato
insolivel em razdo do dominio de ligagdo da quitinase e sua afinidade pelo
mesmo, a atividade observada nesses testes pode indicar a funcionalidade na
ligagéo entre dominio e substrato polimérico, facilitando a ocorréncia da reagéo e

diminuindo o gasto de energia em razdo da afinidade. Uma vez que ja foi
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constatado que quitinases de insetos tem atividade facilitada em substratos
insollveis mas ndo nos soluveis (ARAKANE et al., 2003).

Os testes com o sobrenadante demonstram que condicdes podem ser
adotadas para experimentos com fragcBes concentradas, com a molécula
purificada. Em relacdo a estabilidade enzimatica, uma gama de fatores deve ser
levada em conta, além do pH fatores como temperatura, forca iénica, natureza
quimica do tampao, concentracdo desubstratos ou cofatores da enzima e
concentracdo da enzima também devem ser analisados. Segundo Shen (1997)
uma quitinase isolada e purificada diretamente da espécie A. gambie demonstra
atividade dependente de tripsina como cofator, e que parasitas do género
Plasmodium se beneficiam desse mecanismo para penetrar a matriz peritréfica em
porcdes onde a acao do cofator aliado a enzima catalisa a formacéo de poros na
superficie da matriz.

Com base no delineamento PB foi possivel mensurar que a temperatura
nao teve influéncia significante nas reacfes, considera-se que aumentos de
temperatura levam a aumentos da velocidade da reacdo por aumentar a energia
cinética das moléculas envolvidas no sistema, assim como temperaturas acima da
tolerancia de uma molécula desnaturam sua estrutura, dentro deste parametro é
observado que proteinas produzidas por sistemas de expressdo heteréloga em
levedura podem adquirir carater termoestavel (RABERT et al., 2013).

Estabilidade térmica pode significar uma caracteristica promissora quando
se trata de quitinases, uma vez que para utilizacdo em processos industriais é
necessaria tolerancia térmica por partes das enzimas pelas vantagens que o
aumento de temperatura pode agregar a um processo produtivo, além da atuacéo
de maneira eficiente em pH’s acidos (HOBEL et al., 2005).

A producédo heter6loga em P.pastoris gera caracteristicas diferenciadas de
enzimas expressas, a habilidade da levedura em realizar diversas modificagcoes
pos-traducionais € um dos principais fatores ja citados neste trabalho, o sistema
de expresséo utilizando o promotor pAOX1 necessita de melhor investigacdo tanto
para melhoria na expresséo, quanto para a determinacédo da atividade, j4 o clone

que utiliza o promotor pPGK teve atividade significativa, a indugdo com a adigéo
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de glicose pode potencializar a sintese de produtos integrantes da via glicolitica.
Naturalmente a espécie P. pastoris ndo tem um perfil de proteinas diverso ou com
grandes variacfes, presume-se que a investigacdo acerca da massa molecular e
densidometria da banda da proteina recombinante dentro de uma eletroforese
precisa ser otimizada, com andlise de por¢Bes concentradas da enzima em vez de

diluidas em sobrenadante de cultura.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho permitiram chegar as seguintes
conclusdes:

e O sistema de expressao em P. pastoris utilizando o vetor pPGK, com
expressao constitutiva do promotor pgk, revelou ser um sistema eficiente para a
producado de quitinase com secrecao para o0 meio extracelular

e A expressédo de quitinase recombinante em P. pastoris foi confirmada
através da reacdo de imunodetecc¢do, a qual apontou que o periodo de 72 h de
inducaofoi eficiente para a producéo da proteina recombinante;

e Foi evidenciado que a temperatura e tempo de reagdo nao tiveram
influéncia significativa na reagdo enzimatica.

e Foi constatada que a atividade da enzima foi favoravel entre a faixa

de pH 2 e 8, com amplitude maior que outras quitinases produzidas em insetos.
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7. PERSPECTIVAS

As seguintes perspectivas podem ser investigadas e desenvolvidas:

e Determinacdo da atividade frente ao substrato polimérico, com
determinacao de aspectos como K (max) e V (max)

e Otimizagéo da producéo por meio de PB e DCCR

e Purificacdo da proteina por coluna de afinidade de niquel

e Realizacdo de bioensaios contra larvas de Aedes

e Testes de inibicdo da atividade e adicado de cofatores

e Investigacdo da aplicacdo industrial na sintese de oligdbmeros e
substancias como a quitosana

e Desenvolvimento de antigeno inibidor da atividade enzimatica como

candidato a vacina contra a proliferacdo de malaria.
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