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RESUMO

ROCHA, S. N. Expressao e secregao de proteinas heterélogas em leveduras do
género Kluyveromyces. 2010. Tese (Doutorado) - Escola Politécnica, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

A levedura Kluyveromyces marxianus, apesar de apresentar propriedades
fisiologicas vantajosas para a produgao heterdloga de proteinas, foi utilizada apenas
poucas vezes como hospedeira na sintese dessa classe de moléculas. Em
contrapartida, a sua congénere Kluyveromyces lactis possui mais de 40 sistemas de
expressao desenvolvidos, inclusive comerciais. Além disso, ndo ha literatura
disponivel sobre glicosilagdo de proteinas em K. marxianus. Levando-se isso em
consideragao, este trabalho visou a desenvolver sistemas para a expressao
heteréloga da enzima glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger e de uma esterase
termofila (EST) de Thermus thermophilus em K. marxianus. A linhagem K. lactis
CBS 2359 foi utilizada como parametro de comparacdo em todos os sistemas de
expressdo construidos. Primeiramente, foi realizado um estudo fisiologico com a
finalidade de selecionar, dentre trés linhagens de K. marxianus pré-selecionadas a
partir de informacao da literatura, a que apresentasse as melhores caracteristicas
fisioloégicas para se tornar uma hospedeira de expressédo heteréloga. A linhagem
selecionada foi a CBS 6556, baseando-se numa combinagdo das seguintes
caracteristicas: velocidade especifica de crescimento, formacdo de metabdlitos,
rendimento de substrato em biomassa e secrecdo da enzima homologa inulinase.
Apds, foram construidos dois sistemas de expressdo epissomais. No primeiro, o
gene era expresso sob controle do promotor PGK de S. cerevisiae e no segundo,
sob controle de INU1 de K. marxianus. Um sistema integrativo foi utilizado, no qual a
expressao era dirigida pelo promotor INU7. Estudos bioquimicos e de glicosilagao
foram realizados nas enzimas produzidas. Em relacdo aos sistemas para expressao
de GOX, foram alcangados niveis de produg¢ao de 1722 U/gMS (unidades por grama
de biomassa seca) em K. marxianus transformado com o sistema epissomal no qual
a expressao era controlada pelo promotor INU1. As caracterizagcdes bioquimicas da

enzima mostraram que a molécula produzida apresentava propriedades



semelhantes a enzima homologa de A. niger. Além disso, os estudos de glicosilagao
mostraram uma menor tendéncia de hiperglicosilagdo de K. marxianus quando
comparada com K. lactis. Ja em relacdo a esterase, K. lactis apresentou maiores
niveis de expressédo (294 U/gMS), porém a enzima produzida em K. marxianus
apresentou temperatura 6tima de atividade (50 °C) ligeiramente superior a enzima
produzida por sua congénere (45 °C), temperaturas abaixo da qual ocorre maior
atividade da enzima homdloga (65 °C). Isso pode ser explicado pela glicosilagao
exercida por ambas espécies de leveduras sobre a proteina, ao contrario da
homadloga, nao glicosilada. Além disso, os produtos das leveduras apresentaram trés
padrdes de glicosilagdo. Dessa forma, o trabalho desenvolvido alcangou seu objetivo
de desenvolver esses sistemas de expressao, bem como de avaliar a sintese
heter6loga de proteinas nessa levedura de destacado potencial. Os resultados
obtidos devem servir a comunidade cientifica, no sentido de estimular e orientar
futuros trabalhos que objetivem a sintese heteréloga de proteinas em

microrganismos.

Palavras-chave: Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, expressao

heterdloga, glicose oxidase, esterase, glicosilagéo



ABSTRACT

ROCHA, S. N. Expression and secretion of heterologous proteins in
Kluyveromyces yeasts. 2010. Tese (Doutorado) - Escola Politécnica, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2010.

In spite of the advantageous physiological properties of the yeast Kluyveromyces
marxianus to produce heterologous proteins, this species has not been widely
explored for the synthesis of these biomolecules. On the other hand, more than 40
heterologous expression systems, including commercial ones, were developed for
Kluyveromyces lactis. Moreover, there is no available literature concerning
heterologous protein glycosylation in K. marxianus. Taking these facts into account,
this work aimed at developing systems for the heterologous production of Asperqgillus
niger glucose oxidase (GOX) and of a thermophilic esterase (EST) from Thermus
thermophilus in K. marxianus. The strain K. lactis CBS 2359 was utilized as a
reference throughout the whole work. First, a physiological study was carried out in
order to select one K. marxianus strain, out of three which had been chosen based
on literature information, that exhibited the best physiological traits to be a
heterologous expression host. The chosen strain was CBS 6556, based on a
combination of the following properties: specific growth rate, metabolites formation,
biomass vyield on substrate, and secretion of the homologous enzyme inulinase.
Subsequently, two episomal systems were constructed. In one of them, the
heterologous gene was expressed under control of the S. cerevisiae PGK promoter,
whereas in the other system, heterologous gene expression occurred under control
of the K. marxianus INU1 promoter. An integrative expression system was also
constructed, in which the KmINU1 promoter drove foreign gene expression. Both
heterologous enzymes were characterized biochemically and also with respect to
their glycosylation. The results attained with GOX led to an expression level of 1722
U/g DW (unit per gram of dry cell weight) in K. marxianus transformed with the
episomal INU7-based system. The biochemical studies showed that the enzyme was
very similar to the A. niger GOX. Furthermore, analysis of the glycosylation pattern

showed a lower tendency of K. marxianus to hypermannosylate proteins, when



compared to K. lactis. Higher levels of esterase (294 U/gDW) were obtained in K.
lactis than in K. marxianus. However, the enzyme produced in the latter host
presented a higher temperature for maximal activity ((50 °C), when compared to the
former organism (45 °C). Both values are lower than the temperature for maximal
activity of the homologous enzyme (65 °C), which can be explained by the glycans
added by both yeast species to the peptide, resulting in a glycosylated protein, in
contrast to the homologous esterase. Moreover, the yeast products presented three
glycosylation patterns. In conclusion, the work presented in this thesis reached its
aims, which were to develop these expression systems and to characterize
biochemically the heterologous enzymes expressed, which included an analysis of
the glycosylation pattern. The results presented here will certainly be of interest and
aid the scientific community working on the expression of heterologous proteins in

microorganisms.

Keywords:  Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, heterologous

expression, glucose oxidase, esterase, glycosylation.



°C

Asn

Asp
C-mmol
C-mol
CDS
DNA
DSB
EST
FAD
FDA

g GLC

g LAC

g MS

g SUC

g, mg, ug, ng
Gal

Glc
GIcNAc
Glu

Gly

GOX
GRAS

h

His

HR

kDa
KmGAPDH
KmINU1
L, mL, uL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Graus Celsius

Asparagina

Acido Aspartico

Milimol de carbono

Mol de carbono

coding sequence (sequéncia codificadora do gene)
Acido desoxirribonucléico

Double-strand break mechanism

Esterase

Flavina-adenina dinucleotideo

Food and Drug Administration

Grama de glicose

Grama de lactose

Grama de biomassa seca

Grama de sacarose

Grama, miligrama, micrograma, nanograma
Galactose

Glicose

N-acetil-glicosamina

Acido Glutamico

Glicina

Glicose oxidase

Generally Recognized As Safe

hora

Histidina

Homologous recombination

Quilo Daltons

Promotor GAPDH de Kluyveromyces marxianus
Promotor INU1 de Kluyveromyces marxianus

Litro, mililitro, microlitro



m, mm, um, nm Metro, milimetro, micrébmetro, nanémetro

Man Manose

mg Prot Miligrama de proteina

min Minuto

mmol, umol Milimol, micromol

mRNA RNA mensageiro

NANA acido N-acetilneuraminico

NHEJ Non-homologous end joining

PCR Polymerase Chain Reaction

Pro Prolina

rDNA DNA recombinante

RNA Acido ribonucleico

ScADH Promotor ADH de Saccharomyces cerevisiae

ScPGK Promotor PGK de Saccharomyces cerevisiae

ScTDH3 Promotor TDH3 de Saccharomyces cerevisiae

Ser Serina

Thr Treonina

Tyr Tirosina

U Unidade de atividade enzimatica

UDP Uridine diphosphate

UPR Unfolded protein response

W Watts

Xg Vezes a forga da gravidade

Xaa Qualquer aminoacido

YysEXP Conversdo de biomassa a células na fase exponencial de
crescimento microbiano

Ys®C Conversao global de biomassa a células



SUMARIO

Introducéo 14
Capitulo 1 - Revisao Bibliografica 19
Capitulo 2 - Diversidade Fisiolégica na Espécie Kluyveromyces marxianus 43

Capitulo 3 - Construgao de sistemas de Expressao Heterdloga em Kluyveromyces

marxianus e Kluyveromyces lactis 65

Capitulo 4 - Expressao Heterdloga da Glicose Oxidase de A. niger em

Kluyveromyces marxianus 101

Capitulo 5 - Expressao Heterdloga de uma Esterase Termofilica em Kluyveromyces

marxianus 124
Conclusoes 145
Referéncias Bibliograficas 149

Apéndices 166




Introducao



15

1. Apresentagao

A producao de proteinas de alto valor comercial, para aplicacbes diversas
como saude humana, saude animal e catélise enzimatica, entre outras, vem sendo
cada vez mais conduzida através da inser¢cado e expressdo dos respectivos genes
codificadores em hospedeiros como bactérias, leveduras, bolores, células animais
em cultura, plantas ou mesmo em animais inteiros.

Cada um dos sistemas de expressédo acima possui vantagens e desvantagens,
mas na maioria dos casos procura-se sempre empregar o sistema mais simples,
desde que seja possivel obter as proteinas com sua devida conformacdo e
funcionalmente ativas. Devido a facilidade de cultivo e ao baixo custo envolvido, as
bactérias sdo os sistemas mais simples. No entanto, proteinas de mamiferos que
apresentam estruturas muito complexas e que exigem varias modificacbes pos-
traducionais ndo sao corretamente geradas em bactérias, pois as mesmas nao
possuem a maquinaria enzimatica necessaria para promover estas modificacoes.
Nestes casos, o sistema de expressao a ser empregado tem que ser mais complexo.

De modo geral, as leveduras situam-se numa posigao intermediaria entre as
bactérias e as células animais, como sistema de expressdo. Elas sdo capazes de
promover algumas das modificagdes pos-traducionais exigidas para a correta
conformacdo de algumas proteinas de mamiferos. Além disto, apresentam
caracteristicas de cultivo e velocidades de crescimento similares as bactérias. Em
contraste, as células de animais tém exigéncias muito mais complexas de cultivo e
velocidades de crescimento muito mais baixas se comparadas a microrganismos,
mas sao capazes de promover as modificagdes pos-traducionais necessarias a
correta conformacao das proteinas com estruturas mais complexas.

Outra questado importante envolvida na escolha de um sistema de expresséao é
a purificacdo do produto de interesse. Enquanto as leveduras sao mais dificilmente
rompidas do que as bactérias, no caso de um produto intracelular, € mais facil
direcionar o produto de interesse para o meio extracelular nas leveduras, inserindo-
se uma sequéncia sinal adequada a montante do gene que codifica para a proteina
heter6loga a ser sintetizada. Isto pode ser muito conveniente, pois no caso do
produto ser formado no ambiente extracelular, evita-se o rompimento das células

nas primeiras etapas de purificacdo, o que tornaria a separagcdo do produto de
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interesse das moléculas contaminantes muito mais complexa.

Varias linhagens da levedura Kluyveromyces marxianus vém sendo utilizadas
em estudos fisioldgicos no Laboratério de Engenharia Bioquimica do Departamento
de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da USP, desde o inicio da década de
2000, com o principal objetivo de estudar o metabolismo de carbono nesta espécie,
que difere da espécie Saccharomyces cerevisiae principalmente quanto a utilizagao
preferencial da via respiratoria de obtencdo de energia, sobre a fermentativa.
Inicialmente, foram estudadas a producao de etanol e as atividades das enzimas em
torno da glicose-6-fosfato, apds choque de agucar, na linhagem K. marxianus CBS
6556 (Bellaver, 2003). Mais tarde, foi estudado o consumo de substrato durante o
crescimento desta mesma espécie em misturas de agucares (de Carvalho, 2005 e
Fonseca, 2007). Subsequentemente, foi realizada uma analise de fluxos metabdlicos
nesta mesma linhagem, demonstrando a predominancia do metabolismo respiratério
e a alta capacidade de conversdo de substrato em biomassa desta espécie de K.
marxianus (Fonseca, 2007). Em paralelo, investigou-se o metabolismo da linhagem
K. marxianus NRRL y2415, que possui tendéncia em crescer na forma de pseudo-
hifas (Suarez-Castillo, 2005). No presente trabalho, as linhagens K. marxianus CBS
6566, CBS 712 e CBS 397, foram estudadas quanto a parametros da sua fisiologia
relevantes para a expressao de proteinas heterélogas. A linhagem que apresentou
as melhores caracteristicas para esta finalidade foi empregada para a insergcéo de
construgcdes genéticas, com o objetivo de promover a expressao de duas proteinas
heterdlogas: glicose oxidase e esterase. A primeira foi escolhida por ser uma
proteina amplamente estudada e por ja ter sido expressa em diferentes sistemas
heterélogos. A segunda é uma proteina pouco estudada, mas de potencial aplicagao
na producdo de biodiesel. A levedura K. lactis CBS 2359 foi empregada como
referéncia durante todo este trabalho, por ser uma levedura amplamente estudada e
com muita informacgao disponivel na literatura, o que n&o é o caso de K. marxianus.

Esta tese de doutoramento esta dividida em capitulos. O primeiro capitulo
apresenta uma revisdao da literatura relevante a este trabalho. Nos capitulos
subsequentes, apresenta-se as diferentes etapas do trabalho na forma de artigo
cientifico, ou seja, apdés uma breve introdugdo, apresentam-se o0s métodos,
resultados e discussdo. Dessa forma, no segundo capitulo estd descrita a primeira
etapa do trabalho, que consistiu no estudo fisioldgico de diferentes linhagens de K.

marxianus e comparagdo com K. lactis. No terceiro capitulo encontra-se o
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detalhamento do desenvolvimento das construcbes de DNA utilizadas para a
expressao heterdloga. Ja o quarto capitulo contempla os resultados obtidos com a
expressao da glicose oxidase, tanto em termos de produgao, quanto em relagéo as
caracteristicas bioquimicas da enzima. Por fim, no ultimo capitulo esta descrito o
trabalho realizado com a producido e analise bioquimica da esterase de Thermus

thermophilus.

A producdo cientifica referente a este doutoramento esta relacionada a

seqguir:

ROCHA, S. N.; GOMBERT, A. K. Selection of Kluyveromyces strains for the
production of heterologous proteins. In: Simpdsio Nacional de Bioprocessos
(SINAFERM), 2007, Curitiba. Anais do XVI SINAFERM, 2007.

GUIMARAES, M. R. F.; ROCHA, S. N. ; TONSO, A.; GOMBERT, A. K. Fisiologia de
Leveduras Industriais e de Laboratério em Cultivos Descontinuos. In: Simpésio
Nacional de Bioprocessos (SINAFERM), 2007, Curitiba. Anais do XVI SINAFERM,
2007.

ROCHA, S. N.; Cerdan, M.E.; Gonzalez-Siso, M.l.; GOMBERT, A. K. Heterologous
Protein Production in Different Kluyveromyces Strains. In: 5th Conference on
Recombinant Protein Production, 2008, Alghero. Abstracts of the 5th Conference on

Recombinant Protein Production, 2008.

ROCHA, S. N.; ABRAHAO-NETO, J.; Gonzalez-Siso, M.l.; Cerdan, M.E;
GOMBERT, A. K. Heterologous protein expression in Kluyveromyces marxianus. In:
27th ISSY Yeasts for health and biotechnologies, 2009, Paris. Abstracts of the 27th
ISSY Yeasts for health and biotechnologies. Paris : Institute Pasteur, 2009.

ROCHA, S. N.; ABRAHAO-NETO, J.; GOMBERT, A. K. Physiologycal diversity
within the Kluyveromyces marxianus species. Artigo submetido a uma revista

internacional.

ROCHA, S. N.; ABRAHAO-NETO, J.; Gonzalez-Siso, M.l.; Cerdan, M.E;
GOMBERT, A. K. Heterologous expression of glucose oxidase in the yeast
Kluyveromyces marxianus. Artigo aceito para publicagdo na revista Microbial Cell

Factories.
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ROCHA, S. N.; ABRAHAO-NETO, J.; Gonzalez-Siso, M.l.; Cerdan, M.E;
GOMBERT, A. K. Heterologous expression of thermophilic esterase in the yeast

Kluyveromyces marxianus. Artigo a ser submetido a uma revista internacional.

2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a capacidade da levedura
Kluyveromyces marxianus em servir de hospedeira para a sintese de proteinas
heterdlogas.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

1. Selecionar uma linhagem de K. marxianus que possuisse caracteristicas
fisiologicas favoraveis ao uso em cultivos a altas concentragdes celulares, mais
especificamente um alto rendimento de conversao de substrato a biomassa e
baixa tendéncia em formar subprodutos nao vinculados a biomassa celular, além
de uma alta capacidade de expressao e secre¢cao de uma proteina homodloga, a

inulinase, que tem alto peso molecular e glicosilagdes;

2. Desenvolver sistemas de expresséo e secregao para as seguintes proteinas em
K. marxianus: glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger e esterase de
Thermus thermophilus. Isso foi realizado através da insercdo de fragmentos de
DNA (sequéncia promotora - sequéncia sinal de secregdo — gene heterélogo —
sequéncia terminadora) em plasmideos com capacidade de auto-replicagcao
nesta levedura e também em sistemas integrativos. Inserir as mesmas
construgdes genéticas na linhagem K. lactis CBS 2359, para comparar os niveis

de expresséao das proteinas heterélogas nas duas espécies;

3. Realizar cultivos com as linhagens obtidas acima, a fim de se avaliar os niveis
de expresséao atingidos com cada construgao genética, para as duas proteinas e
as duas leveduras estudadas, além de determinar as caracteristicas bioquimicas
principais das proteinas heterélogas, incluindo os niveis de glicosilagao

aplicados as mesmas por ambas as leveduras.



Capitulo 1

Revisao Bibliografica
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1. Uso da levedura K. marxianus para a sintese de proteinas heterélogas

A producdo de altos niveis de proteinas através de organismos
geneticamente modificados é uma alternativa a extracdo dessas moléculas de fontes
naturais. Estas fontes, além de serem limitadas, normalmente produzem proteinas
em pequenas concentragdes, o que pode tornar o processo de extragdo
economicamente inviavel. Dessa forma, com um processo capaz de produzir
proteinas a altas concentracbes e preferencialmente de forma que as mesmas
sejam facilmente isoladas (como no sobrenadante do cultivo), pode-se ganhar em

rendimento na etapa de purificagcao.

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular na década de
1970, surgiram as primeiras perspectivas de utilizar leveduras como hospedeiras na
sintese de proteinas heterdlogas. A tecnologia de DNA recombinante (rDNA) permite
a producdo de uma ampla gama de peptideos e proteinas a partir de células que
naturalmente ndo os produzem. Os primeiros produtos de origem biotecnoldgica
oferecidos no mercado mundial a partir da tecnologia de rDNA foram produtos
farmacéuticos (insulina, interferons, eritropoietina) e enzimas industriais (para o

beneficiamento de alimentos, fabricacado de detergentes e papel) (Porro et al., 2005).

A bactéria Escherichia coli até o presente momento € o organismo mais
amplamente utilizado como hospedeiro na sintese heterdloga de proteinas. Isso se
deve ao fato de que ha um grande volume de informagdes de alta qualidade que
dizem respeito a sua genética, metabolismo, fisiologia e tecnologia de fermentacgao.
Porém, existem limitagdes praticas no uso de bactérias que impedem a utilizagao
desses microrganismos como hospedeiros em algumas situagdes. As principais
delas sdo: a falta de capacidade de processar o peptideo recém traduzido
corretamente e também, em muitos casos, o fato de que as proteinas expressas séao
concentradas em corpos de inclusao intracelulares, muitas vezes causando perda da
estrutura tridimensional e de atividade enzimatica (no caso de enzimas). Como
resultado, o uso de proteinas com estrutura incorreta em humanos néo € possivel, a
nao ser que a mesma seja re-editada in vitro, como ocorre no caso de grande parte

da insulina produzida comercialmente (Hamilton e Gerngross, 2007).
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Entre os sistemas de hospedeiros microbianos eucaridticos, as leveduras
combinam as vantagens de organismos unicelulares (i.e., a facilidade de
manipulagdo genética e de crescimento submerso) com a capacidade de
processamento de proteinas tipica de organismos eucariéticos (i.e., organizagao da
estrutura tri-dimensional e edigdes pos-traducionais), em conjunto com a auséncia

de endotoxinas bem como de DNA oncogénico ou viral (Porro et al., 2005).

A partir da primeira mengao da transformagao de Saccharomyces cerevisiae
com um plasmideo autbnomo (Beggs, 1978), surgiu um amplo campo de estudo
para a expressao de proteinas heterbdlogas nesta espécie. A levedura
Saccharomyces cerevisiae comegou a ser utilizada a partir do final do século
passado para a produg¢ao heterdloga de proquimosina (Goff et al., 1984) e a-amilase
(Sakai et al., 1988). Atualmente, continua sendo utilizada em diversas aplicagoes,
como produgédo de vacinas (Antoniukas et al., 2006; Parolin et al., 2005) e produgao
de anticorpos (Thomassen et al., 2005; Miller et al., 2005).

No entanto, as caracteristicas fisiologicas da Saccharomyces cerevisiae nao
sdo em todos os aspectos favoraveis para a sua aplicacdo na producgao industrial de
proteinas heterdélogas. Por exemplo, S. cerevisiae apresenta caracteristica Crabtree-
positiva, o que afeta o gerenciamento de um processo fermentativo industrial,
tornando-o muito delicado o controle do mesmo, ja4 que variagdes minimas na
relagdo entre substrato e oxigénio ideal levam a uma baixa no rendimento de
substrato em biomassa. Esse baixo rendimento é devido a formagao de metabdlitos

extracelulares, como o etanol.

Dentre as mais de 700 espécies conhecidas de leveduras (Kurtzman e Fell,
1998), deve haver algumas que sejam mais versateis do que S. cerevisiae
(Rouwenhorst, 1988; Buckholz e Gleeson, 1991; Dominguez et al, 1998). Além
disso, as proteinas produzidas em S. cerevisiae sdo muitas vezes hiperglicosiladas e
a retencéo dos produtos no espaco periplasmico é frequentemente observada (Porro
et al., 2005).

A escolha da levedura hospedeira para a sintese de uma proteina heteréloga
€ de suma importancia para o sucesso de um processo biotecnologico. Na literatura,
as leveduras costumam ser classificadas de duas formas: (1) convencionais ou n&o-

convencionais e (2) Crabtree-positivas (preferencialmente fermentadoras) ou
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Crabtree-negativas (preferencialmente respiradoras). Dentro desta classificagao, S.
cerevisiae € a unica levedura convencional e umas das poucas Crabtree-positivas. O
espectro de hospedeiros alternativos a S. cerevisiae pode variar entre diversas
espécies de leveduras. Entre elas, a Pichia pastoris, que além de ser Crabtree-
negativa pode permitir a expressao heterologa regulada pelo promotor AOXT,
induzido na presenca de metanol (Macauley-Patrick et al., 2005). Outra alternativa
seria a Yarrowia lipolytica, que além de ser heterotdlica, possui capacidade
destacada de secregédo de proteinas homdélogas (Madzak et al., 2004). A levedura
Hansenula polymorpha, assim como a Pichia pastoris, é metilotréfica Crabtree-
negativa (Gellissen & Hollenberg, 1997; Stasyk et al., 2008). J& Zygosaccharomyces
bailli possui vantagens de crescer a altas temperaturas e pressdes osmoticas
elevadas (Branduardi et al., 2004). Por fim, Kluyveromyces lactis, apresenta a
versatilidade de crescer em lactose e de ser Crabtree-negativa, o que pode ser

interessante na sintese de proteinas heterdlogas (Merico et al., 2004).

Para que uma determinada linhagem de levedura seja passivel de utilizagédo
como hospedeira da sintese de uma proteina heterdloga, alguns requisitos devem

ser atendidos, sendo os principais os seguintes (Hensing et al., 1995):

1. Possibilidade de cultivo em biorreator a altas concentracdes celulares;

2. Alta capacidade de conversao de substrato em biomassa (baixa tendéncia em
desviar o fluxo de carbono para a sintese de produtos que nao fazem parte da
biomassa celular);

3. Possibilidade de expressao do gene heterdlogo dissociada do crescimento;

4. Boa capacidade de secrecdo de proteinas e de realizar edicdes pds-traducionais;
5. Ser GRAS (Generally Recognized As Safe).

Leveduras do género Kluyveromyces costumam atender aos requisitos
necessarios para um bom organismo de expressao heteréloga. Dentre as espécies
deste género, K. lactis € até o momento a mais estudada para tal finalidade, sendo
que o primeiro sistema de transformacgao descrito nessa levedura foi desenvolvido
por Das e Hollenberg (1982). O desenvolvimento de um vetor de transformagao

abriu a possibilidade de se construir um sistema de expressdo, como realizado por
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Van den Berg et al. (1990) para o uso comercial ha produg¢ao de quimosina bovina.
Segundo Van Ooyen et al. (2006), essa proteina foi a primeira enzima heterdloga
originada de um eucarioto superior que foi produzida a baixo custo e o processo
desenvolvido para a produgdo dessa enzima em larga escala foi amplamente

reconhecido como um grande avango biotecnoldgico.

Como hospedeira para a produgao heteréloga de proteinas, K. lactis possui
algumas vantagens sobre outros sistemas de expressado. Entre elas, a facilidade na
manipulagdo genética, com a possibilidade de se utilizar tanto vetores epissomais
quanto integrativos, e a disposicdo do genoma totalmente sequenciado (Dujon,
2004). K. lactis pode ser cultivada a altas concentragdes celulares sem que sejam
necessarias estratégias complexas de crescimento, devido a sua caracteristica
Crabtree-negativa (ou preferencialmente respiradora). Essas vantagens levaram até
ao desenvolvimento de um kit comercial para a expressao de proteinas heterdlogas
nessa espécie. Consiste em um vetor integrativo multicopia, que integra varias
copias do gene de interesse in tandem no promotor LAC4 do gene da f-

galactosidase (New England Biolabs, produto E1000).

Varias proteinas foram expressas por sistemas heterdlogos em K. /lactis (para
uma revisao sobre o assunto, ver Van Ooyen et al., 2006). Dentre elas, a-amilases
(Strasser et al., 1989; Tokunaga et al., 1997) e celulases (Muller et al., 1998).
Becerra et al. (2001) construiram um vetor para expressar p-galactosidase da
propria K. lactis de maneira constitutiva. Isso levou a levedura produzir ainda mais
enzima, além da homodloga produzida. Outros sistemas, por exemplo para a
producdo de proteinas de interesse farmacéutico, também ja foram desenvolvidos
para este hospedeiro. Dentre elas, a interleucina 1-f (Fleer et al., 1991), interferon a-
A (Chen et al.,, 1992), p-lactoglobulina (Rocha et al., 1996), lisozima (lwata et al.,
2004) e precursor da insulina (Feng et al., 1997).

K. lactis é atualmente a espécie mais estudada dentre as existentes do
género Kluyveromyces. Porém, sua congénere K. marxianus apresenta varias
potenciais aplicagdes em diversos segmentos da biotecnologia (para uma revisao
sobre o assunto, ver Fonseca et al., 2008). Essa levedura & capaz de sintetizar
diversos compostos de interesse comercial de forma homodloga. Dentre eles,

encontram-se a enzima pectinase (Schwan et al.,, 1997) que hidrolisa a pectina,
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polissacarideo derivado da parede celular de células vegetais, formada
principalmente de residuos de acido galacturénico parcialmente metil-esterificado,
unidos por ligacédo a-1,4 (Blanco et al., 1999). Essas enzimas, além de serem
amplamente utilizadas na industria de sucos, também tém seu uso associado a
industrias téxteis, no tratamento do algodao, no tratamento de efluentes industriais e
também na industria de papel (Almeida et al., 2003). Além da aplicagéo natural da
levedura K. marxianus na produgao de pectinases, existem diversas possibilidades
de utiliza-la na producdo de varias outras moléculas. Etschmann et al. (2003)
apresentaram a K. marxianus como produtora de 2-feniletanol, composto com
acentuado aroma de rosas. Outro produto, bastante estudado em K. marxianus, é a
enzima inulinase (Rouwenhorst et al., 1988) (2,1-B-D-frutanfrutanohidrolase, EC
3.2.1.7), que hidrolisa a ligagdo B-2,1 da inulina, a qual € um polimero formado
basicamente por frutose, monémero com alto poder edulcorante e normalmente
obtido através da isomerizacdo da glicose por processo enzimatico. A inulinase é,
portanto, uma alternativa para a producao de xaropes de frutose com concentracdes
acima de 95% em apenas uma etapa enzimatica (Singh et al., 2007). Além da
producdo de xaropes de frutose, ja foi descrita a produ¢do de etanol a partir de
inulina por S. cerevisiae em uma unica etapa (sacarificagdo e fermentagao)
(Nakamura et al., 1996). O crescimento de K. marxianus em sacarose é dependente
da acdo da inulinase, pois esta, apesar de possuir maior especificidade para a

inulina, também é capaz de hidrolisar a sacarose (Hensing et al., 1995).

Além disso, K. marxianus possui caracteristicas fisiolégicas importantes que a
tornam muito estudada e potencialmente interessante para a sintese de proteinas
heterolégas. Dentre elas, estdo os ja citados alto fator de conversao de substrato a
células, a baixa tendéncia de formar subprodutos em aerobiose, e o fato de essa
espécie ser reconhecidamente segura. Somado a isso, esta o fato de que K.
marxianus apresentar crescimento altas temperaturas, ser capaz de crescer a altas

velocidades especificas e de utilizar um amplo espectro de fontes de carbono.

Das et al. (1984) ja notaram na época, dois anos apos construir o primeiro
vetor de transformagéo para K. lactis (Das e Hollenberg, 1982), o potencial de sua
congénere, na época conhecida como Kluyveromyces fragilis (Qque atualmente € a
Kluyveromyces marxianus), para a produgdo de proteinas heterdlogas,

principalmente pelo fato de esta possuir capacidade de crescer em um intervalo
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mais amplo de temperaturas que a primeira. Além dessa caracteristica, muitas de
suas linhagens apresentam a capacidade de crescer em lactose, que muitas vezes é
utilizada como matéria-prima de baixo custo, sob a forma de soro de leite.
Recentemente, Groeneveld et al. (2009) propuseram que K. marxianus é o
organismo eucarioto de crescimento mais rapido dentre todos os conhecidos. Essa
caracteristica pode ser explorada em processos industriais para a diminuicido do
tempo da batelada, apesar do fato de altas velocidades especificas exigirem altas
taxas de transferéncia de oxigénio, no caso de cultivos aerdbios (Hensing et al.,
1995). Fonseca et al. (2008), dentre outras caracteristicas, destacam a capacidade
de K. marxianus de secretar proteinas, o que é desejavel quando é levado em conta
o custo de purificacdo do produto recém sintetizado. Essas virtudes, somadas as ja
existentes em K. /actis que sdo comuns a K. marxianus, fazem com que esta ultima
seja, no minimo, um interessante objeto de investigagdo para a expressao

heteréloga de proteinas.

Apods o primeiro sucesso da técnica de transformacao de K. marxianus (Das
et al., 1984), que aproveitou a técnica de inser¢gao de DNA exdgeno em S. cerevisiae
descrita por Ito et al. (1983), o que realmente possibilitou o avango nos estudos de
expressao heterdloga em K. marxianus foi o descobrimento do plasmideo pKD1 de
Kluyveromyces drosophilarum (Falcone et al. 1986). Esse plasmideo de 4,8 kb e
1,65 uym possui uma organizagao similar ao plasmideo 2 y (Futcher et al., 1988) do
género Saccharomyces (Chen et al., 1986), e pode replicar-se em uma variedade de
espécies do género Kluyveromyces, inclusive K. lactis (Fleer et al., 1991) e K.
marxianus (Bergkamp et al., 1993). Em células cultivadas na auséncia de pressao
seletiva, o plasmideo pKD1 pode ser mantido em K. /actis, porém sua estabilidade
depende da linhagem hospedeira (Hensing et al., 1995). Mais recentemente, foi
demonstrado que a insergédo do gene de resisténcia a canamicina, do gene URA3 de
S. cerevisiae, a origem de replicagéo de E. coli e 0 gene que confere resisténcia a
ampicilina ao plasmideo pKD1 resultou em um vetor versatil que pode transformar e
ser mantido em K. marxianus CBS 6556 e CBS 712, embora com baixa eficiéncia de
transformacado. Dessa forma, plasmideos baseados no pKD1 tornaram-se a escolha
mais comum para inserir sequéncias heterélogas de DNA em K. marxianus
(Fonseca et al., 2008).

Apesar de a técnica de engenharia genética utilizando plasmideos de
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replicagdo autbnoma ser conveniente, a estabilidade dos plasmideos apds geracgdes
é limitada (Bartkeviciute et al., 2000; Souza Jr e Morais Jr, 2000). Essa instabilidade
é fator crucial em processos industriais. Uma alternativa a essa técnica, € a

utilizagcao de plasmideos integrativos.

A integracdo de fragmentos de DNA num organismo requer a agdo de um
mecanismo de reparagao de cadeia dupla (DSB- double-strand break mechanism).
Em Eukarya, dois mecanismos foram identificados: a recombinacdo homodloga
(homologous recombination, HR) que resulta numa integracdo direcionada e a
ligacdo de extremidades ndo homdlogas (non-homologous end joining, NHEJ) que
resulta numa integracdo casual. As diferengas na eficiéncia de integragéo
direcionada nos diferentes organismos podem ser explicadas pela maior atividade
de um destes mecanismos. A levedura modelo S. cerevisiae apresenta um
mecanismo de recombinagdo homodloga extremamente eficiente, resultando numa
frequéncia de inser¢cdo de genes direcionada elevada (perto dos 100%) e requer
apenas 40 pares de bases de homologia ao gene alvo nas extremidades da cassete
de insercdo (Baudin et al. 1993). No entanto, S. cerevisiae neste aspecto é uma
excegao a regra, uma vez que os fungos filamentosos e organismos eucariotos
superiores, apresentam na generalidade um sistema de recombinacdo homodloga
ineficiente. Nos caso dos fungos filamentosos, por exemplo, a recombinagéo
homodloga ocorre a muito baixa frequéncia (0,1-20%) e requer a utilizagdo de
grandes fragmentos com mais de 2000 pares de base de homologia. A levedura K.
lactis, proxima de S. cerevisiae e de K. marxianus, possui um grau intermediario
entre fungos superiores e S. cerevisiae de recombinagdo homologa. Geralmente,
com fragmentos de DNA possuindo centenas de pares de bases de homologia, a
eficiéncia da integragdo homologa é mais de 50%, embora alguns casos tenham
sido descritos com integracdo homologa em menos de 1% (Zeeman e Steensma,
2003). A ineficiéncia do sistema de recombinacdo homodloga dificulta ndo sé a
interrupcéo de genes, dificultando o estudo fisiologico destes organismos, como

também dificulta a integragdo de cassetes de expressdo em locais pré-definidos.

Como referido anteriormente, a integracdo de cassetes de expressdo em
multiplas cépias pode ser conseguida de forma aleatéria, mas a integragdo nao-
direcionada podera afetar aspectos essenciais da fisiologia do hospedeiro. Assim, no

contexto do desenvolvimento de um sistema de expressao eficiente para K.
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marxianus, € importante estudar este aspecto com vista ao desenvolvimento de
vetores que integrem os cassetes de expressao em sitios pré-determinados e que
nao afetem o funcionamento normal da célula. Outro fator relevante é a eficiéncia da
recombinacdo homologa. Kooistra et al. (2004) publicaram uma eficiéncia de 0%
quando as zonas ladeadoras continham apenas 50 pb em K. lactis. No caso em que
foram usadas regides homologas de 600 pb para a recombinagdo, a eficiéncia da
mesma saltou para 88%. Em contrapartida, Ribeiro et al. (2007) alcangaram apenas
34% de eficiéncia em K. marxianus, usando regides homologas ainda maiores que a
anterior: 723 e 713 pb, indicando que provavelmente a recombinagdo homdloga é

ainda menos eficiente em K. marxianus que em K. lactis.

A estabilidade dos vetores integrativos é geralmente muito alta (as taxas de
perda da integragcédo sao frequentemente menores que 1% por geragado (Hensing et
al., 1995). Uma desvantagem que pode ser citada quanto as construgdes
integrativas € o seu baixo numero de copias por célula. Uma alternativa descrita por
Pecota et al. (2007) que permite a integracdo do gene de interesse em multiplas
copias ao genoma de K. marxianus € o emprego de um cassete de selegao
reutilizavel. Neste caso, o marcador de selegcdo auxotréfico URA3 (confere
capacidade de crescimento de linhagens ura3 em meios desprovidos de uracila) é
envolvido a montante e a jusante por duas repeticdes do gene hisG de Salmonella,
formando o cassete URA3 blaster (UB). Esse método também foi usado com
sucesso em integragdes sequenciais de genes heterélogos em S. cerevisiae (Lee e
Da Silva, 1997) e em K. lactis (Wang et al., 2003).

Além de requerer vetores eficientes, a expressdo de genes heterdlogos
também depende do promotor e eventualmente de uma sequéncia sinal de secrecao
que direcione a proteina sintetizada para o meio externo, o que geralmente facilita o

processo de purificagdo da mesma (Fonseca et al., 2008).

Um promotor classico, utilizado em expressdo de genes heterdlogos em
leveduras € o PGK (phosphoglycerate kinase) de S. cerevisiae. Esse promotor é
constitutivo e provoca alta expressdo génica. Em conjunto com o terminador do
mesmo gene e a sequéncia sinal kq (da proteina killer) de K. lactis, constitui o

cassete de expressao do plasmideo pSPGKH1, utilizado neste trabalho.

Ja o promotor INU1 de K. marxianus é responsavel pelo controle da
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expressdao da enzima inulinase nessa espécie. Este promotor contém uma
sequéncia prepro que confere a sinalizacdo para a secre¢ao da proteina expressada
ao meio extracelular. Essa sequéncia sinal também ja foi aplicada com sucesso na
secrecao de proteinas heterélogas em S. cerevisiae (Chung et al. 1996), mostrando-
se mais eficaz do que a sequéncia sinal do fator alfa, cuja utilizagdo se encontra
generalizada. Além disso, o promotor INU1 é regulado de acordo com a fonte de
carbono existente no meio. Nao opera na presenca de lactose e em contrapartida
promove a expressao na presenca de sacarose. Dados da literatura sobre a sintese
heter6loga de proteinas sob controle do promotor e sequéncia prepro INUT,
demonstram a obtencdo de 60 mg/L de interferon humano a-2a no meio extracelular
(Cai et al., 2005). Outro estudo realizado por Bergkamp et al., (1993) relata a
producdo e secregdo para o meio extracelular de 150 mg/L de a-galactosidase.
Neste mesmo estudo também é destacado que a eficiéncia de secre¢ao da enzima
heteréloga sob controle de INU1 alcangou 99% (soma das fragbes do sobrenadante

e periplasma).

A Tabela 1.1 resume os sistemas de expressdo heteréloga desenvolvidos
até o momento em K. marxianus. Deve-se levar em conta que poucos desses
trabalhos tinham o intuito Unico de produzir proteinas em grande quantidade como
nos casos dos trabalhos de Bergkamp et al. (1993) e Cai et al. (2005) indicados
acima. Nonklang et al. (2008) relatam a expresséo de a-amilase de A. oryzae em K.
marxianus, porém sem mencionar valores de produgdo. Outros trabalhos
apresentam focos distintos, como por exemplo o de Hong et al. (2007) que, ao
expressar celulases em K. marxianus, esperavam aproveitar a capacidade da
levedura de crescer a elevadas temperaturas, para produzir etanol a partir de
materiais lignoceluldsicos. Pecota et al. (2007) objetivaram a construgdo de um vetor
integrativo para a expressao intracelular da enzima lactato desidrogenase, a qual
faria com que K. marxianus fosse capaz de transformar piruvato em lactato, sendo

este o produto almejado.
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Tabela 1.1. Construgdes realizadas até o momento visando a expresséo heteréloga de proteinas em

K. marxianus.

. Sinal de A
Proteina Fonte Vetor Promotor secrecdo Referéncia
a-galactosidase Cyamopsis pKMGAL3 KmINU1 KmINU1 Bergkamp et al.
tetragonoloba  (epissomal) pre-pro (1993)
Endopoligalacturonase K. marxianus  pKPEC1 KmPEC1 KmPEC1 Siekstele et al.
(1999)
B-glucuronidase E. coli pKM2/GUS ScPGK Intracelular  Ball et al. (1999)
Glyceraldeido-3-fosfato K. marxianus pKYES2 GAL1 GPD1 Almeida et al.
desidrogenase (2003)
B-glucuronidase K. marxianus pTetGus tet-off Intracelular Pecota et al.
(2005)
Interferon a-2a H. sapiens pUKD-S-PIT  KmINU1 Sc a-factor  Cai et al. (2005)
Lactato desidrogenase  Bacillus pUB-LDH ScPGK Intracelular  Pecota et al.
megaterium (integrativo) (2007)
Endo-p-1,4-glucanase Thermoascus  pKmUI/IKmG  KmGAPDH Sc a-factor Hong et al.
aurantiacus AP-a-eng1 (2007)
Celobioidrolase Thermoascus  pEC ScADH Intracelular Hong et al.
aurantiacus (2007)
B-glucosidase Thermoascus  pBGL KmGAPDH Sc o-factor Hong et al.
aurantiacus (2007)
a-amilase A. oryzae pRS316 ScTDH3 Nao Nonklang et al.
(integrativo) informado  (2008)

2. A enzima glicose oxidase

A (glicose oxidase (GOX)

(beta-D-glicose:oxigénio-1-oxidoredutase,

EC

1.1.3.4) é uma enzima muito bem caracterizada e estudada, geralmente sendo
usada como modelo de estudos na area de expressao heterdloga, tanto por ser uma
proteina cuja atividade é de facil quantificacdo, quanto por apresentar caracteristicas
bioquimicas importantes para se testar a eficiéncia do sistema heterdlogo, como
possuir alguns tipos de edigdes pds traducionais, como pontes dissulfeto e

glicosilacdes.

A enzima catalisa a oxidacdo da p-D-glicose em glucona-d-lactona e a
reducado concomitante de oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio: g-D-glicose +
O, — glucono-d-lactona + H,O,. (Frederick et al. 1990). A GOX foi descoberta por
Muller (1928) em extratos de A. niger e, décadas depois, a enzima foi purificada a
partir de espécies de Aspergillus (Swoboda e Massey, 1965) e Penicillium (Kusai et
al., 1960). A sequéncia de DNA correspondente a enzima originada de A. niger
NRRL-3 foi primeiramente descrita por Kriechbaum et al. (1989), seguida por uma
extensa caracterizacdo bioquimica e molecular executada por Frederick et al.
(1990). A estrutura da enzima, de 1,9 A, foi descrita por Wohlfahrt et al. (1999).
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Estruturalmente, a enzima consiste em duas subunidades de tamanho

idéntico (75 kDa) e dois cofatores FAD ligados ndo-covalentemente. Esses cofatores

agem como carreadores de elétrons durante a catalise (Wong et al., 2008) (Figura

1.1). A GOX possui oito pontos possiveis de N-glicosilagdo (Kim et al., 2004). A

proteina nativa é glicosilada e apresenta uma porcentagem de carboidrato de 16-

25% (Kohen et al., 1997). Outras propriedades bioquimicas relevantes estao listadas

na Tabela 1.2.

Figura 1.1. Estrutura da glicose oxidase. As subunidades estédo representadas em azul claro e azul
escuro. Em vermelho, os grupamentos FAD de cada subunidade (Wong et al., 2008)

Tabela 1.2. Propriedades da GOX de A. niger.

Propriedades

Valores

Massa molecular (homdloga, glicosilada)
Massa molecular (homdloga, desglicosilada)
Absorgao UV-Vis (Tsuge et al., 1975)

Coeficiente de extingdo molar (M'1 cm'1)
Atividade especifica (pH 5.6)

Km em relacao a glicose

pH 6timo
Ponto Isoelétrico

186 kDa (Swoboda e Massey, 1965); 160 kDa (Tsuge et
al., 1975; Frederick et al., 1990)

134 kDa (Frederick et al., 1990); 136 kDa (Kohen et al.,
1997)

280:380:450 (nm)

11,5:1:1,03 (relagédo)

25180 (Swoboda e Massey, 1965)

80 pmol/min/mg enzima (Swoboda e Massey, 1965);
172 ymol/min/mg enzima (Tsuge et al., 1975)

16,4 mM - pH 4,5, 37 °C; Este trabalho

2,56 mM - pH 5,5, 40°C; Zia et al. (2007)

18 mM - pH 5,5, 30°C; Mirdn et al. (2002)

28 mM - pH 4,5, 25°C; Kohen et al. (1997)

4-7 (Bao et al., 2001; este trabalho)

4,2 (Ferreira et al., 2005)
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A produgédo comercial de glicose oxidase a partir de organismos homodlogos
pode se tornar um problema, ja que, concomitante com a expressédo de GOX, vem a
expressao de diversas outras enzimas, como a catalase, prejudicando o rendimento
do sistema. Para contornar esses problemas, o uso de organismos geneticamente
modificados para a expressao da glicose oxidase é fortemente sugerido (Park et al.,
2000). Malherbe et al. (2003) exploraram a produ¢do de GOX de A. niger em S.
cerevisiae, a fim de permitir que a levedura fosse capaz de diminuir o crescimento
de contaminantes na producdo de vinho. Os resultados mostraram um alto nivel de
expressao, de até 126 U/mL. No entanto, a expressdo de GOX em S. cerevisiae
pode resultar em uma proteina hiperglicosilada, apresentando uma relagdo de
carboidrato de até 60% da massa total da molécula (Frederick et al., 1990). Outro
sistema heterdlogo para producdo de glicose oxidase foi desenvolvido na levedura
metilotréfica Pichia pastoris. A sequéncia codificadora da enzima foi isolada de P.
variabile P16 e a levedura foi capaz de alcancar a producédo de 50 U/mL, quatro
vezes mais que o valor obtido por expressdao homologa (Crognale et al., 2006). A
expressao heterdloga de GOX também foi realizada em E. coli (Witt et al., 1998),
porém o resultado ndo foi expressivo, ja que mais de 60% da proteina expressa

estava inativa na forma de corpos de inclusao insoluveis.

Em relacdo a sua fungédo biolégica, a GOX é uma enzima produzida
naturalmente por alguns fungos e insetos e sua principal fungdo bioloégica € a agao
antibacteriana e antifungica, pois é capaz de produzir perdxido de hidrogénio a partir
de um substrato comum em meios bioldgicos: a glicose. Segundo Wong et al.
(2008), esse estresse oxidativo permanente é efetivo contra o crescimento de
bactérias e fungos, principalmente microrganismos incapazes de agir contra o
estresse através, por exemplo, da ac¢ao de catalases. Leiter et al. (2004) estudaram
o estresse oxidativo gerado pela acdo de GOX de P. chysogenum sobre diversos
microrganismos, observando que o proprio organismo produtor da enzima sofre com
a acado da mesma. Entretanto, segundo os autores, ha um sensivel balango entre a
GOX produzida e a agao antioxidativa da célula, equilibrio esse que é rompido
quando é adicionada subitamente GOX no meio. Outra fungdo da glicose oxidase,
descrita em Pleorotus ostreatus (Shin et al., 1993), é a de gerar H,O, para degradar

lignina, processo no qual é utilizada uma peroxidase extracelular dependente de
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peréxido de hidrogénio. Outra fungdo, descrita na larva do nematoide Helicoperva

zea, é a desinfeccao do alimento ingerido (Eichenseer et al., 1999).

Em relagdo a especificidade dos substratos utilizados pela glicose oxidase,
esta enzima €& capaz de oxidar monossacarideos, nitroalcanos e compostos
hidroxilados (Wilson e Turner, 1992). Considerando a velocidade de reagao com D-
glicose sendo 100%, apenas 2-deoxi-D-glicose (20-30%), 4-O-metil-D-glicose (15%)
e 6-deoxi-D-glicose (10%) sao oxidadas pela GOX a uma taxa significante (Wong et
al., 2008). Além do doador de elétrons, que normalmente sdo moléculas de
agucares, a GOX necessita também de um aceptor de elétrons a fim de que a
catélise enzimatica seja completada. O aceptor de elétrons natural € o oxigénio
dissolvido e € o que fornece maior entalpia a reacdo quando comparado a outros

potenciais aceptores de elétrons como as quinonas (Wong et al., 2008).

Essa enzima possui diversas aplicagdes como na industria alimenticia, ja que
€ utilizada como antioxidante e estabilizante, além de ser GRAS (Generally
Recognized As Safe) pela classificagdo do FDA. A GOX pode ser utilizada no
transporte e/ou armazenamento do leite cru a fim de conservar o alimento. Ela cria
com a enzima lactoperoxidase e o tiocianato, naturalmente presentes no leite o
sistema da lactoperoxidase (LP). Experimentos demonstram que a vida de prateleira
do leite com LP ativo é praticamente o dobro comparado ao alimento com LP inativo
(Marks et al., 2001). Ha utilizagcao de glicose oxidase também na panificagdo, ja que
a enzima € utilizada para aumentar a consisténcia do gluten através da oxidacao de
duas proteinas da farinha: a gliadina e a glutenina, a fim de permitir mais ligagdes na
formagao do gluten, melhorando a textura do p&do. O gluten se forma quando a
gliadina e a glutenina estdo em contato com agua e sua maturacao é assistida pela
acao de leveduras (Wong et al.,, 2008). A glicose oxidase também é utilizada na
fabricagdo de farinha de clara de ovo, ja que, antes do processo de secagem, a
glicose presente é removida a fim de se evitar escurecimento indesejavel resultante
da reacédo de Maillard com a albumina presente (Sisak et al., 2006). Além de todas
as aplicagcdoes alimenticias, a GOX pode ser utilizada na produgdo de acido
glucénico, o qual é utilizado nas industrias de tintas de tecidos, limpeza de

superficies metalicas, detergentes, concreto e cosméticos (Yu e Scott, 1997).
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Uma das aplicagdes da glicose oxidase mais amplamente estudada é a
construcao de biossensores. Um biossensor pode ser definido como um aparato
analitico compacto, o qual incorpora um elemento biolégico ou derivado integrado ou
intimamente associado com um transdutor fisico-quimico. O objetivo usual desde
aparato € o de produzir um sinal eletrdénico, continuo ou n&o, que é proporcional a
concentracdo de um unico componente (ou mesmo varios) dentro de um meio
complexo (Newman e Setford, 2006). Os bioeletrodos amperométricos enzimaticos
sdo muito adequados para auto-testes e monitoramento in vivo da glicemia a partir
do sangue. A primeira geragao de biossensores de glicose foi normalmente baseada
no aprisionamento da glicose oxidase (GOX) entre membranas de dialise seletivas
sobre um eletrodo de carbono ou metal usado como transdutor. Ocorre liberacédo de
peréxido de hidrogénio que pode ser medido amperometricamente pelo eletrodo:

glicose + GOX + FAD™ —— glucolaciona + GOX + FADH,

FADH. + O,—FAD" + H,0,

H,0, —“5 00 H" 4 O, + 2¢

no qual FAD'/FADH, s&o cofatores de GOX e O, é o agente oxidante que pode ser

encontrado no meio (Liu e Wang, 2001).

3. A Esterase de Thermus thermophilus

Esterases (EC 3.1.1.x) representam um diverso grupo de hidrolases que
catalisam o rompimento e a formacédo de ligacbes éster. Essas enzimas estdo
distribuidas entre animais, plantas e microrganismos. Muitas delas apresentam um
amplo espectro de acido sobre varios substratos, o que leva a crer que elas estéao
envolvidas no acesso a fontes de carbono ou em vias catabdlicas. Além disso, as
esterases apresentam uma alta regio- e estereoespecificidade, o que faz delas
catalisadores atraentes para a producdo de compostos enantiomericamente puros
(Bornscheuer, 2002).

Uma das principais fungdes das esterases esta na quebra de ligagdes éster
presentes em pequenas moléculas. De acordo com essa definicdo, seria possivel

dizer que as enzimas capazes de hidrolisar, nos triacilglicerois, as ligagcdes éster
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entre os acidos graxos e o glicerol, sdo esterases. Porém, existe uma classificagao
mais especifica para essa classe de enzimas. A idéia mais difundida dita que as
esterases (triacilglicerol hidrolases - EC 3.1.1.1) sdo enzimas que possuem a
capacidade de hidrolisar ésteres de acidos graxos de cadeias curtas, menores que
10 carbonos (Choi et al., 2004; Fucifios et al., 2005), ou mesmo, segundo
Bornscheuer (2002), 6 carbonos. Arpigny e Jaeger (1999) vao além e adicionam a
essa classificacdo o fato de que as esterases sdo capazes de hidrolisar apenas
moléculas parcialmente soluveis em agua. Enquanto isso, as "verdadeiras lipases"
sdo enzimas que apresentam atividade maxima sobre triglicérides cujas cadeias de
acidos graxos sejam maiores do que 10 carbonos (Choi et al., 2004; Fucifios et al.,

2005), mesmo insoluveis em meio aquoso (Arpigny e Jaeger, 1999).

As lipases também podem ser distinguidas das esterases pelo fenbmeno
denominado de ativacao interfases, o qual € unicamente observado nas primeiras.
Enquanto as esterases obedecem a cinética classica de Michaelis-Menten, as
lipases necessitam de uma minima concentragdo de substrato antes que seja
observada a atividade maxima (Bornscheuer, 2002). A elucidagdo da estrutura da
enzima revelou que a ativagao interfases é devida a um dominio de aminoacidos
hidrofébicos (uma espécie de tampa) que cobre os sitios ativos das lipases e que é
aberta somente quando ha uma concentragédo basal de substrato (solvente organico
ou fase contendo triglicérides), movendo a tampa e liberando o acesso ao sitio ativo
(Bornscheuer, 2002; Fucifios et al., 2005).

Na Tabela 1.3, estdo descritas as principais diferencas entre lipases e

esterases (Bornscheuer, 2002).

Tabela 1.3. Principais diferengas entre lipases e esterases.

Propriedade Lipase Esterase

Substrato preferencial Triglicérides (cadeia longa), Esteres simples, triglicérides
alcodis secundarios (cadeia curta)

Ativacgao de interface (tampa)  Sim Nao

Hidrofobicidade do substrato Alta Baixa

Enantioseletividade Geralmente alta Baixa ou nenhuma

Estabilidade em solventes Alta Baixa

Uma caracteristica comum das lipases e esterases é que elas contém uma
triade catalitica composta por Ser-Asp-His (em algumas lipases, Asp € substituido
por Glu). Além disso, a maioria dessas enzimas possui uma sequéncia consenso

estrutural (Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly), a qual contém o residuo de serina do sitio ativo.
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Essa sequéncia esta geralmente localizada entre uma folha-f e uma o-hélice,

assumindo um J/oop extremamente acentuada, chamada de cotovelo nucleofilico
(Choi et al., 2004).

Apesar de as esterases e lipases serem responsaveis por reacdes de
hidrélise, elas também possuem a capacidade de catalisar outros tipos de
biotransformacao (e.g., esterificagdo e transesterificagcdo) em ambientes contendo
baixa atividade de &agua (Fucifios et al., 2005). Dentre potenciais aplicagoes,
compreende-se a sintese de ésteres aromaticos para a industria alimenticia e a

resolugcédo de misturas racémicas para a industria alimenticia (Verger, 1997).

Nos ultimos anos, o estudo de microorganismos extremofilos cresceu
consideravelmente, principalmente devido as propriedades particulares dos seus
componentes celulares. Por exemplo, as enzimas termofilicas s&o mais
termoestaveis e mais resistentes a desnaturacdo por protedlise ou por agentes
quimicos que as mesdfilas (Dominguez et al., 2004; Niehaus et al., 1999). Enzimas
termoestaveis sdo bem quistas em inumeros processos, como as proteases na
industria de detergentes, catalases em biossensores e DNA polimerases em reagoes
de PCR (Pantazaki et al., 2002). Além disso, essas enzimas sao interessantes na
investigacdo das necessidades estruturais que as tornam termodinamicamente
estaveis (Zeikus et al., 1998). As esterases, em particular, podem ser empregadas
na transesterificagdo de Oleos vegetais, e transformando-os em biodiesel, em
processo continuo, utilizando enzimas imobilizadas. Alguns autores descreveram a
existéncia de lipases e esterases na bactéria termofila Thermus thermophilus
(Berger et al., 1995; Lagarde et al., 2002; Fucifios et al., 2005).

Haja vista todas as virtudes que uma proteina extremdfila pode apresentar,
nao seria equivocado pensar no desenvolvimento de processos para obtencao
dessas enzimas. Entretanto, existe uma limitacdo no que diz respeito ao processo
industrial, j& que altas temperaturas envolvem altos custos de operagdo e
manutencdo. Com isso, destaca-se a importancia da producao dessas enzimas em
organismos mesofilos (como realizado neste trabalho em leveduras do género
Kluyveromyces), justamente pelo fato de a enzima ser produzida a altas
quantidades, a um custo mais baixo em um processo menos complexo que a

producdo da mesma enzima no organismo homdlogo. Contudo, ndo ha trabalhos
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ainda publicados de expressédo de lipases ou esterases de bactérias do género
Thermus em qualquer hospedeiro, apesar de existirem diversos trabalhos relatando
a expressao de diferentes lipases de bactérias, como por exemplo, a expressao de
lipases de Bacillus subtilis NRRL B8079 em E. coli (Zock et al., 1994; Moore et al.,

1996) e de esterases de Streptomyces chrysomallus em E. coli (Berger et al., 1998).

Poucos autores até o momento realizaram caracterizacbes de esterases de
Thermus thermophilus (Fucifios et al., 2005; Dominguez et al., 2004). Fucifios et al.
(2005) descreveram a existéncia de pelo menos duas esterases distintas em
Thermus thermophilus HB27. A técnica utilizada para revelar atividade de esterase
foi a descrita por Rua et al. (1997), em que as amostras de proteinas eram
submetidas a uma SDS-PAGE e depois renaturadas em Triton X-100. A atividade de
esterase era revelada pela capacidade de hidrolisar o a-naftil acetato. Neste caso, a
banda de 34 kDa apresentou atividade tanto a temperatura ambiente quanto a 65
°C, enquanto a enzima de 62 kDa apresentou atividade pronunciada apenas a 65
°C. Eles também relatam a existéncia de um trimero de 108 kDa, o qual sugere-se
que era formado pelas enzimas de menor peso molecular. Segundo os autores, essa
oligomerizacdo incrementa a protecdo do mondmero contra desnaturagao
irreversivel induzida por agentes redutores. Em relagdo as propriedades bioquimicas
das esterases de T. thermopphilus HB27, Fucifios et al., (2005) relataram dois
valores 6timos de pH, um entre 5 e 7 e outro acima de 9. Segundo os autores, as
enzimas apresentam diferentes valores de pH em que sua atividade é maxima.
Também relatam que a temperatura em que ocorreu maior atividade enzimatica de
uma mistura contendo os dois peptideos foi de 80 °C, enquanto que as mesmas
enzimas apresentaram perdas insignificantes de atividade quando incubadas por

varias horas a 85 °C.

4. Glicoproteinas

Entre os diferentes tipos de modificagbes covalentes que as proteinas recém
sintetizadas recebem nos organismos vivos, nenhuma é td&o comum quanto a
glicosilacdo (Kobata et al, 1992). E também o tipo de modificacdo mais

diversificado, tanto pelos tipos de aminoacidos que sdo modificados, quanto pelas
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estruturas anexadas. Ao todo, foram identificados 13 monossacarideos e 8
diferentes aminoacidos descritos como envolvidos em, pelo menos, 37 ligacdes
carboidrato-proteina (Lommel et al., 2009). As cadeias de oligossacarideos das
glicoproteinas geralmente afetam diretamente parametros como atividade biolégica,
estabilidade e conformacéao. Entretanto, os passos que determinam a estrutura final
da cadeia de agucares sao de consideravel importancia (Bergh et al., 1987). As
origens para essa diversidade podem ser de ordem quimica ou biolégica. Em
relacdo a primeira, ela é resultado das diferentes maneiras em que o0s
monossacarideos combinam entre si, de forma que sao formadas diferentes cadeias
com distintos comprimentos, posicao das ligacdes e pontos de ramificagcdo. Dessa
forma, uma imensa variedade de diferentes estruturas podem ser construidas com
uma pequena variedade de monossacarideos (Lis et al., 1993). Além disso, a
acessibilidade do sitio de glicosilagdo, ou mesmo do enderecamento final da
proteina, se intracelular ou extracelular, podem resultar em proteinas diferentemente
glicosiladas (Bergh et al., 1987). A diversidade biolégica deriva do fato de que,
enquanto proteinas sdo produtos primarios do cddigo genético, os acucares s&o
secundarios. Como resultado, as glicosilagcdes séo especificas a cada espécie e tipo
de célula. Além disso, s&o determinadas pela estrutura primaria da proteina e pelos
sitios de ligacdo dos carboidratos (Lis et al., 1993) e também pelo tempo de
passagem da proteina pelo reticulo endoplasmatico e pelo complexo de Golgi pode
gerar diferencas nos niveis de glicosilacdo das proteinas e isso esta intrinsecamente

ligado a célula hospedeira (Hsieh et al., 1983).

Mais da metade das proteinas estudadas sao glicosiladas (Apweiler et al.,
1999). Elas possuem um ou mais sitios potenciais para a glicosilagdo N ou O, os
quais podem ser ou nao glicosilados. No caso da N-glicosilagdo, a condicao basica
necessaria para que seja ligada covalentemente uma cadeia de carboidratos na
proteina € que exista na estrutura primaria desta uma das sequéncias de
aminoacidos consenso: Asn-Xaa-Ser ou Asn-Xaa-Thr (Xaa pode ser qualquer
aminoacido com excec¢ao da prolina) (Roitsch et al, 1989). A estrutura de
carboidratos é ligada a proteina via o grupamento amida presente na asparagina da
sequéncia consenso (Benz e Schimidt, 2002). O passo inicial da via de inser¢ao de

glicosilacao é a ligacao do oligossacarideo GlcsMangGIcNAc: no lipideo carregador
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dolicol fosfato. Apés isto, a estrutura de carboidratos é transferida ao peptideo em
questao e, no reticulo endoplasmatico, parte da cadeia de agucares é processada,
com a retirada de trés residuos de glicose e um de manose, resultando em um
nacleo com a seguinte estrutura: MangGIcNAc,. Outros processamentos ocorrem no
complexo de Golgi e séo diferentes quando comparados os mecanismos existentes
em células animais e leveduras (Figura 1.2). Em mamiferos, ocorre retirada de mais
manoses e uma adicdo seletiva de um diferente numero de monossacarideos
(GIcNAc, galactose, fucose, acido sialico). Ja em S. cerevisiae, o processamento
envolve predominantemente a adicdo de somente residuos de manose a fim de criar
o chamado nucleo interno, cuja estrutura é Mang.1sGICNAC,. Em alguns casos de
glicoproteinas que s&o secretadas, o nucleo interno é outra vez processado com a
adicdo de uma cadeia externa composta basicamente por um esqueleto principal de
manoses unidas por ligacédo a-1,6 e ramificagbes também compostas por manoses
ligadas a-1,2 ou a-1,3 (Lehle et al., 1995). As cadeias externas podem variar de 50 a
150 residuos de manose em leveduras, isso contribui para a heterogeneidade da
maioria das glicoproteinas secretadas por esses organismos, e também aumenta o
carater imunogénico das moléculas (Flores-Carredn et al., 1990). Em relagdo as
funcbes biologicas das glicosilacbes (listadas na Tabela 1.4), Lis et al. (1993)
oportunamente sugerem que estejam relacionadas em ajudar o poli-peptideo
nascente a alcancgar sua correta conformacéo e auxiliar na estabilizagdo da proteina
madura. Como consequéncia, isso pode afetar todas as fungbes dependentes da
conformacédo da proteina, como notaram Sagt et al. (2000) que, ap0s a insercéo de
um sitio de glicosilagdo na enzima cutinase, observaram aumento na secrecao da
mesma para o meio extracelular, fato esse que deve estar relacionado com a
conformacédo da proteina recombinante. O efeito sobre a correta conformagéao da
proteina dependera de cada caso, pois esta relacionada a extensdo da cadeia

glicosidica e de sua posicéo na cadeia polipeptidica (Lis et al., 1993).
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Figura 1.2. Principais vias de N-glicosilagdo em H. sapiens e S. cerevisiae. RE: reticulo endoplasmatico;
GalT: galactosiltransferase; GlcNAc: N-acetilglicosamina; GnTI: N-acetilglucosaminil transferase I; GnTII:
N-acetilglucosaminil transferase II; Man: manose; Mns II: manosidase II; MnTs: manosiltransferase;
NANA: 4cido N-acetilneuraminico; ST: sialiltransferase.

Tabela 1.4. Fun¢des das N-glicosilagdes (Lis et al,, 1993).

Tipo

Funcao

Fisico-Quimica

Bioldgica

Modificar a solubilidade, carga elétrica, massa,
tamanho e viscosidade em solucao;

Estabilizar a conformagéo da proteina;

Conferir estabilidade térmica e protecdo contra
protedlise.

Regular o trafego intracelular e localizagdo das
glicoproteinas;

Modificar propriedades imunoldgicas;

Modular a atividades de enzimas e hormonios;
Atuar como receptores de membrana;

Participar em interacdes célula-célula.
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Ja as O-glicosilagdes ligadas a residuos de Ser e Thr foram primeiramente
identificas em S. cerevisiae (Sentandreu e Northcote, 1968). Todos os hidroxi-
aminoécidos (Ser, Thr, Tyr) podem estar envolvidos em O-glicosilagdes, apesar de
gue os mais comuns sejam Ser e Thr (Spiro, 2002). Os residuos de acUcares sdo
ligados pelos grupamentos hidroxila aos residuos de aminoacidos citados via ligagao
O-glicosidica (Lommel et al., 2009). Cadeias de acUcares O-ligadas, as quais néo
sdo ramificadas e contém no maximo quatro ou cinco residuos de agucares, sdo
mais curtas quando comparadas com os componentes de N-glicosilagbes (Strahl-
Bolsinger et al., 1999). Em todas as leveduras e fungos estudados até o momento, o
terminal redutor do residuo de manose nos O-glicanos € unido por ligagdo o com a
Ser ou Thr e é estendido até formar uma manotriose ligada por ligagbes a-1,2
(Mana1-2Mana1-2Mana-Ser/Thr) (Gemmil e Trimble, 1999). Essa estrutura pode ou
nao ser alongada de acordo com a espécie do fungo/levedura (Lommel et al., 2009).
A O-glicosilacao em Saccharomyces cerevisiae € crucial para a estabilidade,
localizagcdo e/ou funcéo das proteinas da membrana plasmatica e afeta varios
processos celulares como a manutengdo da polaridade celular (Lommel et al., 2004).
Essa polaridade esta relacionada a morfologia do brotamento. Por exemplo, células
mutantes em relagdo as O-glicosilacdes exibem brotamento unipolar em vez do
padrdo comum: o axial. Uma outra fungdo seria a solubilizacdo de proteinas

erroneamente processadas no reticulo endoplasmatico (Nakatsukasa et al., 2004).

Apesar de que a glicosilacdo é um mecanismo comumente relacionado a
células eucaridticas, essa modificacdo po6s-traducional também ocorre em bactérias
(Benz e Schimidt, 2002; Wacker et al., 2002)., apesar de as mesmas nhao
apresentarem a estrutura do reticulo endoplasmatico, local no qual as proteinas
sofrem esse processamento em Eukarya. Nos procariotos (Archaea e Bacteria), 0s
primeiros exemplos de glicosilacdo em proteinas foram verificados em Archaea,
apresentando glicosilagcdes nas proteinas de superficie (Mescher et al.,, 1974). Assim
COmoO nOs organismos superiores, a sequéncia consenso para a N-glicosilagdo em
procariotos também é a Ser/Thr-Xaa-Asn (Moens e Vanderleyden, 1997) e as
cadeias de acgucares podem ser separadas da estrutura protéica por tratamento por

endoglicosidases, como a EndoH. Uma sequéncia consenso além de um residuo de
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Ser/Thr néo foi identificada para a formagao de O-glicosilagbes (Benz e Schimidt,
2002).

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie conhecida por alongar
demasiadamente a cadeia externa das N-glicosilacbes, fazendo com que as
proteinas tornem-se hiperglicosiladas, com um conteudo de carboidratos muito
imunogénico (Lehle et al, 1995; Merico et al., 2004). Mutantes incapazes de
sintetizar a cadeia externa de manoses sobrevivem, porém, apresentam crescimento
reduzido e sofrem distor¢cao da parede celular (Ballou et al., 1980; Lehle et al., 1995).
S. cerevisiae, assim como as outras leveduras, nao edita o oligossacarideo original
GlcsMangGIcNAc, adicionado as proteinas recém-sintetizadas. Ao contrario, a
levedura alonga diretamente a estrutura com residuos de manose. O passo inicial
para a elongacéo da cadeia € a adigdo de uma manose a1,2 ligada a ultima manose
no nucleo principal (Gemmil e Trimble, 1999). O alongamento da cadeia depende do
sitio em que esta ocorrendo a glicosilagédo (Jars et al., 1995). Alguns sitios de certas
glicoproteinas sao preferencialmente alongados, enquanto outros tendem a manter
somente o0 nucleo. Isso se deve a fatores estéricos, como o acoplamento
preferencial de glicosil-transferases por determinadas estruturas terciarias da
proteina-substrato (Trimble et al., 1983), fenbmeno o qual ocorre também em
eucariotos superiores (Hsieh et al., 1983). O fendmeno da hipermanosilagdo das
proteinas € comum também em K. lactis, porém esta espécie apresenta este
fendbmeno com menor intensidade que S. cerevisiae. Uma virtude de K. lactis em
relagédo ao sistema de glicosilagdo esta no fato que, além de adicionar residuos de
manose e galatactose, como ocorre geralmente nas leveduras, esta levedura é
capaz de adicionar GIcNAc, uma modificagdo comum em células animais (Raschke

e Ballou, 1972), fato incomum em outros géneros de leveduras.

O fato de as células de leveduras nao realizarem exatamente o mesmo
padréo de glicosilagcbes que as células animais tem levado atualmente um grande
numero de cientistas ao desenvolvimento de sistemas ditos "humanizados", os quais
correspondem a leveduras (ou outros organismos) capazes de glicosilar proteinas
heter6logas com o mesmo padrdo realizado por células animais. A principal
aplicacéo dessa técnica esta no desenvolvimento da produ¢cdo de moléculas pouco

imunogénicas, de wuso farmacéutico. O principal trunfo desses organismos
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produtores de proteinas humanizadas, seria aliar a produtividade de sistemas

unicelulares a exatidao das moléculas sintetizadas em células animais.

Células de mamiferos e de leveduras possuem a mesma via biossintética
inicial para a sintese de N-glicanos. Como mostrado anteriormente, ambos
organismos partem de um nucleo comum: MangGIcNAc,, quando a estrutura parte
para o complexo de Golgi. A partir deste ponto, as células animais retiram trés
residuos de manose e adicionam um de N-acetilglicosamina. Subsequentemente,
ocorrem as demais edicbes que resultam em proteinas "sializadas", as quais
possuem um residuo de acido sialico na extremidade da cadeia de carboidratos.
Esse sistema de transferéncia é inexistente em leveduras. Em contrapartida, as
leveduras estendem a cadeias principalmente com residuos de manose (Lehle et al.,
1995; Hamilton e Gerngross, 2007; Lommel et al., 2009), conforme j& mencionado

acima.

Hamilton e Gerngross (2007) desenvolveram uma linhagem mutante de Pichia
pastoris capaz de mimetizar uma cadeia glicosidica idéntica a sintetizada por
mamiferos. Através de delecbes de genes responsaveis pela extensdo do nucleo de
acucares e pela expressdo de glicosiltransferases especificas de mamiferos, os
autores alcancaram o padrao de glicosilagao realizado em mamiferos. O passo final
foi a adicao de acido sialico, o qual foi resolvido pela expressao de seis genes
responsaveis pela cadeia de sintese e transferéncia deste composto desde o
precursor UDP-GIcNAc. O resultado foi uma levedura capaz de sintetizar
glicoproteinas com o mesmo padréo de glicosilacdo presente em humanos, o qual

esta apresentado na Figura 1.2.

Os avangos da “humanizacao” das vias secretérias de proteinas ocorrido em
leveduras como Pichia pastoris devem-se ao grande numero de pesquisadores
envolvidos no estudo destas espécies e ao vasto conhecimento gerado sobre elas.
Em leveduras como K. marxianus (estudada no presente trabalho), que foram objeto
de poucos estudos de expressao de proteinas heterdlogas, ainda nédo ha registros

de tentativas de “humanizac¢ao” de vias secretorias.
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1. Resumo

Trés diferentes linhagens da levedura Kluyveromyces marxianus,
denominadas CBS 6556, CBS 397 e CBS 712, foram cultivadas em meio mineral
suplementado com vitaminas e uma unica fonte de carbono, com o intuito de se
avaliar variagdes fisiologicas intra-especificas nesta levedura (Kluyveromyces lactis
CBS 2359 foi utilizada como referéncia no presente estudo). Além disto, o trabalho
teve como objetivo selecionar a linhagem mais apropriada para a futura expressao
de proteinas heterdlogas. Os critérios fisioldgicos envolvidos neste estudo/selegcao
foram: formagdo de metabdlitos extracelulares, velocidade especifica de
crescimento, rendimento de substrato em biomassa e capacidade de secrecao de
proteinas (inferida pela medi¢cdo da atividade extracelular da inulinase, uma enzima
homdloga e glicosilada). Cada linhagem foi cultivada em diferentes temperaturas (30
°C ou 37 °C) e em diferentes fontes de carbono (glicose, lactose ou sacarose). K.
marxianus CBS 6556 foi a linhagem de mais rapido crescimento, com velocidade
especifica maxima de 0,70 = 0,05 h™', a 37 °C, em cultivos utilizando sacarose como
fonte de carbono. Essa linhagem também apresentou mais alta atividade de
inulinase extracelular (1,65 + 0,20 U/mg MS). A menor formagao de metabdlitos e,
consequentemente, o maior rendimento de substrato em biomassa foi alcangado por
K. marxianus CBS 712, com valor maximo de 0,59 g MS/g SUC a 37 °C. Nesta
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condigdo, os metabdlitos extracelulares foram formados a uma relacédo de 16 C-

mmol/C-mol de fonte de carbono consumida.

2. Introducgao

Em contraste a K. lactis, espécie que possui a linhagem CBS 2359 como
referéncia para pesquisa na comunidade cientifica, o trabalho sobre K. marxianus
ndao vem sendo feito sistematicamente, o que significa que muitas linhagens
diferentes ja foram investigadas. Se, por um lado, isso pode resultar em uma vasta
diversidade metabdlica e varias potenciais aplicagbes biotecnoldgicas para essa
levedura, por outro lado, isso acarreta em dificuldade na interpretacdo de todos os
dados experimentais disponiveis para esse organismo. Isso € principalmente
causado pelos seguintes fatos, entre outros: investigagdo desenvolvida em
diferentes laboratorios, com objetivos diferentes, e diferentes linhagens (o
isolamento da mesma é frequentemente parte do estudo). Além disso, existe um
grau substancial de polimorfismo genético entre as espécies, o que foi evidenciado
no trabalho de Belloch et al. (2002). Esse polimorfismo pode refletir no
metabolismof/fisiologia, uma questdo que ndo foi investigada por muitos autores
sistematicamente (Mahmoud e Kisikowski, 1982). Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi o de investigar o polimorfismo em espécies de K. marxianus em nivel
fisiolégico. Para isso, foram selecionadas trés das linhagens mais populares: CBS
6556, CBS 397 (=ATCC 46537, NRRL y2415), e CBS 712 (=NRRL y8281, PYCC
3886). K. lactis CBS 2359 foi estudada em paralelo como referéncia. Os parametros
fisiologicos avaliados foram: velocidade especifica de crescimento, rendimento de
substrato em biomassa, formacdo de metabdlitos e atividade de inulinase

extracelular.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes, linhagens, preservagéo e inoculo

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. A agua utilizada nos

experimentos foi filtrada por um sistema de filtragéo Milli-Q (Millipore, Billerica, EUA).

K. lactis CBS 2359 e K. marxianus CBS 712 foram gentilmente cedidas pela
Profa. Lucilia Domingues da Universidade do Minho, Braga, Portugal. O Prof.
Marcos Morais Jr., da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil) forneceu
a linhagem K. marxianus CBS 6556. Ja a linhagem K. marxianus CBS 397 foi obtida
a partir do banco NRRL (Peoria, USA), através do curador Dr. Cletus Kurtzman.
Cada linhagem foi submetida a um cultivo overnight a 30 °C em um frasco
Erlenmeyer chicanado de volume 500 mL contendo 100 mL de meio YPD (extrato de
levedura, 10 g/L; peptona, 20 g/L; glicose, 20 g/L). Apds o cultivo, foi adicionado
glicerol a uma concentragdo final de 15% v/v e aliquotas de 2 mL foram
armazenadas a -80 °C em tubos criogénicos estéreis (Kiers et al., 1998). Os inéculos
foram preparados primeiro transferindo-se algumas células congeladas dos tubos de
estoque congelados para uma placa contendo meio YPD, utilizando-se uma alga de
platina. Apos 36h de incubacéo a 30 °C, colbnias isoladas cresciam na placa. Uma
coldnia foi utilizada para inocular um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
de meio mineral contendo a mesma fonte de carbono que seria utilizada no cultivo.
Além disso, os frascos de indculo foram sempre incubados na mesma temperatura
do cultivo (30 °C), a 300 rpm em um incubador rotativo New Brunswick (Edison,
EUA).

3.2. Meio mineral utilizado nos cultivos

O meio mineral (Verduyn et al., 1992) foi preparado como descrito a seguir. A

solugdo nutriente era composta por: (NH4)>SO4, 10 g/L; KH2PO4, 6 giL;
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MgS0O,.7H.0, 1 g/L. Ftalato acido de potassio foi adicionado a essa solu¢cado a uma
concentragéo final de 0,2 M e o pH foi ajustado para 5,0 com a adigdo de KOH puro.
Uma solugdo contendo a fonte de carbono a ser estudada (glicose, lactose ou
sacarose) foi preparada em agua pura a uma concentragdo de 20 g/L. As duas
solugbes foram esterilizadas separadamente (121 °C, 20 min.) e ambas foram
resfriadas a temperatura ambiente. 50 mL da solugdo de nutrientes foram
adicionados a 50 mL da solugcdo de fonte de carbono. A essa mistura, foram
adicionados 100 uL de uma solugéo de microelementos pré-esterilizada (121 °C, 20
min.) e mais 100 uL de uma solugao de vitaminas esterilizada por filtragdo (0,22 um),
completando assim a composi¢cao do meio. A composi¢cao da solucédo de elementos
traco foi, por litro: EDTA, 15 g; ZnS04.7H,0, 4,5 g; CoCl,.6H20, 1 g; MnCl2.4H,0, 1
g; CuS04.5H,0, 0,3 g; CaCl,.2H,0, 4,5 g; FeS04.7H,0, 3 g; NaMo004.2H,0, 0,4 g;
HsBOs, 1 g; KI, 0,1 g. Ja a composi¢ao da solugédo de vitaminas foi a seguinte (por
litro de solugéo): biotina, 0,05 g; pantotenato de calcio, 1 g; acido nicotinico, 1 g;
inositol, 25 g; tiamina-HCI, 1 g; piridoxina-HCI, 1 g; e acido para-aminobenzdico, 0,2
g. Ambas as solugdes-estoque (de micronutrientes e de vitaminas) foram mantidas a
4 °C.

3.3. Cultivos em batelada em frascos Erlenmeyer

Os cultivos em batelada foram iniciados pela adicdo de uma certa quantidade
de células do inéculo, as quais estavam na fase exponencial de crescimento, de
forma que a densidade o6ptica a 600 nm do inicio do cultivo fosse 0,1. Antes de
ocorrer a transferéncia de células para o frasco de cultivo, a suspensio proveniente
do ino6culo foi centrifugada (9030 x g, 1 min), lavada com meio de cultura fresco,
centrifugada novamente (9030 x g, 1 min), as células precipitadas foram
ressuspendidas em meio de cultura fresco e entdo transferidas para o frasco
Erlenmeyer chicanado de 500 mL contendo 100 mL do meio de cultivo. Esses
frascos chicanados (as chicanas auxiliam na transferéncia de oxigénio para o meio
liquido), bem como o sistema de retirada de amostra durante o cultivo, estdo
ilustrados na Figura 2.1. Todo o processo de preparagado do inéculo e inicio do

cultivo esta ilustrado na Figura 2.2. As quatro linhagens foram cultivadas em meio
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mineral suplementado com glicose, lactose ou sacarose, a 30 °C ou 37 °C. O pH dos
cultivos era mantido a 5.0 pelo tamponamento do meio com ftalato-KOH 0,1 M. Ao
final dos cultivos, o pH do meio ficou sempre entre 4,5 e 5,0. Esse tampao se
mostrou eficaz a concentracées de 100 a 200 mM, contendo a diminuicdo do pH do
cultivo até no maximo 4,5. A 50 mM, o tampao ndo é capaz de manter o pH do
cultivo, enquanto a uma concentragédo de 400 mM, n&o ha crescimento. Os cultivos

foram realizados em duplicata e em ordem aleatéria.

A retirada de amostras ocorreu a cada hora. No caso de K. /lactis CBS 6556, a
amostragem era realizada a cada 30 minutos durante a fase exponencial. As
amostras eram utilizadas para determinagcdo de densidade optica a 600 nm, da
concentracdo dos metabdlitos e de fonte de carbono por HPLC, além da atividade de
inulinase (nos cultivos em que a sacarose foi utilizada como fonte de carbono). As
amostras utilizadas na analise de HPLC foram filtradas utilizando um filtro 0,22 um

(Millex - Millipore, Billerica, EUA) e congeladas a -20 °C.

(a)

b)

Figura 2.1. (a) Detalhe do amostrador utilizado nos ensaios em frascos Erlenmeyer. (b)
Vizualizagéo do sistema completo de ensaio.
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Figura 2.2. Representacdo do procedimento de inoculacdo dos ensaios.

3.4. Determinacdo de glicose, lactose, sacarose, metabolitos extracelulares e

concentragcdo de biomassa

A determinacdo de glicose, lactose, etanol, acido acético, acido succinico,
acido piruvico e glicerol foi realizada em HPLC (Waters, Milford, EUA) utilizando a
coluna analitica BioRad (Hercules, EUA) Aminex HPX-87H. A fase mével era H,SO4
5 mM, utilizada numa vazdo de 0,6 mL/min. A detecgcao foi feita por indice de
refragdo no detector Waters 410 (sensibilidade 32; scaling-factor 20). A integragao
dos picos e calculo das concentragbes foi realizada em software do proprio
fabricante do equipamento Waters Millenium 32. Curvas padrao foram feitas a partir
da altura dos picos a cada vez que o equipamento era religado. A sacarose foi
determinada pela medigdo da concentragdo de glicose apds hidrolise total,
utilizando-se o kit para determinacdo de Sacarose/D-Glicose/D-Frutose da
Boehringer-Mannheim (Ingelheim, Alemanha, Cat no. 10 716 260 035).
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A analise da concentracao celular em cada tempo de cultivo foi feita medindo-
se a densidade optica da suspensao e relacionando-a com a concentracao celular.
Depois de retirada a amostra, 2 mL eram usados para a leitura em
espectrofotometro Beckman Du-530 com um comprimento de onda de 600 nm. Para
que nao houvesse distorgcdes na medida devido a nao linearidade entre absorbancia
e concentragao celular, eram aceitas leituras de absorbancia de até 0,4. Caso
contrario, a amostra sofria diluicdes de 10 ou 50 vezes, dependendo do caso. No
final de cada ensaio, a concentragao celular foi determinada a partir da massa seca
de células formadas a fim de correlaciona-la a densidade 6tica. Um determinado
volume se suspensdo de células foi filtrado em uma membrana de 0,45 um. O
volume utilizado para a filtracdo variou entre 5, 10 e 25 mL dependendo da
concentragéo, de forma que se obtivesse sempre valor igual ou menor a 30 mg de
células secas na membrana. Depois de filtrada a suspensdo, a membrana foi seca
em forno de microondas (180 W) por 15 minutos. Apds a secagem, foi colocada em
um dessecador por 10 minutos para estabilizar a temperatura. A massa de células
foi determinada em balanga analitica (Mettler-Toledo AB204) e a concentragdo (em
g/L) calculada de acordo com o volume filtrado. Com a relagédo entre massa seca e

densidade ética, era possivel fazer os calculos de Yxs™, descritos posteriormente.

3.5. Tratamento dos dados

Nos cultivos, os dados de densidade 6ptica foram convertidos a concentragéo
celular usando uma relagao calculada no final de cada experimento. Em duplicata,
era medida a massa seca de uma suspensao de células de densidade Ooptica
conhecida. A relacao era utilizada para a inferéncia da concentragao celular nos
outros pontos do ensaio. A concentragao celular em gMS/L (gramas de massa seca

por litro) foi usada para o calculo do coeficiente de rendimento de substrato a células
(Yxss)-

Este coeficiente foi apresentado de duas maneiras. O fator de converséo de

GLO)

substrato a células global (Yx/s € a relagao entre a massa de células formada e a

massa de substrato consumido no final do cultivo, ou seja, quando estava esgotada
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a fonte de carbono (Eq. 3.1). Dessa forma, observa-se quanto da fonte de carbono
foi convertida em células. Em contrapartida, o coeficiente de rendimento de

substrato a células durante a fase exponencial (Yxs™<"

) € calculado a partir de uma
regressao linear de pontos de concentracdo de biomassa em fungdo da
concentracdo de substrato, durante o periodo correspondente a fase exponencial.
Assim, o coeficiente angular da reta ajustada é o Yxs™F. No caso dos cultivos em
que sacarose foi utilizada como fonte de carbono, o Yxs™F nao foi calculado, pois
parte da sacarose ainda € hidrolisada em glicose e frutose no meio extracelular..
Assim, a velocidade de desaparecimento da sacarose nao € apenas proporcional ao
seu consumo, mas também a sua hidrélise, o que impossibilita o calculo do

coeficiente de rendimento na fase exponencial.

Xﬁnal
Y, s global = —— (3.1)

inicial

A velocidade especifica de crescimento (u [h"]) é definida conforme a

equacéao 3.2
1 dX
- 3.2
m= (3.2)

No qual X: concentragao celular (g/L)
t. tempo (h)
u: velocidade especifica de crescimento (h™)
Integra-se a equacgao 3.2 com as condi¢des de contorno: t=0, X =Xpe t =1,

X=X

t XdX
ar= (2 (33)
[ra=fx

E se assume u constante durante a fase exponencial. Isso resulta na equacao

a segquir:

X
ut = ln(?) (3.4)

0
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Ou seja, p sera o coeficiente angular de InX em funcdo do tempo. Entretanto,
a fase exponencial € aquela em que a velocidade especifica de crescimento
apresenta o seu valor maximo. Portanto, a linearizacdo mostrada é aplicada sobre
os pontos da fase exponencial. Desta forma, o coeficiente angular da reta dara o

valor de p quando este for maximo, ou seja Hmax (h™).

Analogamente temos us (velocidade especifica de consumo de substrato
maxima), que informa a velocidade com que o substrato esta sendo consumido por

quantidade de células. Seu calculo e feito pela seguinte equacgao:

1 dS

= 35
Usg S dr (3.5)

Na pratica, supbe-se que o us € maximo durante a fase exponencial de

crescimento, e o calculo de ps™* é feito como mostrado na equac&o 3.6.:

(3.6)

3.6. Determinagéo da atividade de inulinase extracelular

A atividade de inulinase extracelular (EC 3.2.1.7) foi medida utilizando-se o
sobrenadante da cultura, obtido pela filtracdo da suspensao celular em filtro de
porosidade 0,22 um. Adiciona-se 0,2 mL deste sobrenadante a 0,8 mL de uma
solucdo 2% de inulina em tampao acetato, pH 4,5. Procede-se a reagao por 10
minutos a 50 °C (GrootWassink e Hewitt, 1983; Rouwenhorst, 1988). A inativagdo da
enzima é feita mergulhando o tubo em agua a 100 °C por 10 minutos (Pessoa Jr. et
al., 1996). Uma unidade de atividade da enzima é a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 ymol de frutose por minuto. A frutose formada é medida
por um kit enzimatico combinado (Boehringer-Mannheim Cat no. 10716260035). Os
niveis basais de frutose de cada amostra eram medidos de forma a serem

descontados da frutose formada pela acéo da inulinase.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Velocidade especifica de crescimento

Recentemente, Groeneveld et al. (2009) discutiram a importancia da
velocidade de crescimento em organismos conhecidos como "fabricas vivas". De
acordo com os autores, o organismo eucarioto de mais rapido crescimento
conhecido é a levedura Kluyveromyces marxianus. Por exemplo, altas velocidades
de crescimento séo interessantes na producao de proteina unicelular e K. marxianus
€ considerada como uma boa alternativa para tal (Bergkamp et al.,1993; Hensing et
al., 1995). Levando isso em consideragdo, um estudo relativo a variagao
intraespecifica da maxima velocidade de crescimento torna-se uma importante
proposta e nos permite saber a mais rapida linhagem do organismo eucarioto de

crescimento mais rapido.

A maxima velocidade especifica de crescimento refere-se a biossintese de
material celular em situacdo de excesso de todos os nutrientes (i.e. condigdes de
saturagdo de substrato, relativamente a suas proteinas transportadores), e é
somente limitada pelas propriedades biolégicas préprias da célula (Groeneveld et al.,
2009). No caso deste trabalho, a maxima velocidade de crescimento foi calculada
para as células crescendo em meio mineral, suplementado com vitaminas e uma
unica fonte de carbono, no qual as velocidades de crescimento podem ser inferiores
as observadas em meio complexo, uma vez que as células tém que sintetizar, a
partir da unica fonte de carbono, todas as moléculas precursoras para a biossintese

de componentes celulares, o que nao ocorre no caso do meio complexo.

De acordo com a Tabela 2.1, K. marxianus CBS 6556 apresentou, em geral,
maior velocidade especifica que as outras linhagens estudadas, inclusive K. lactis
CBS 2359. Valores mais altos de umax foram observados quando as células foram
cultivadas em sacarose, a 37 °C (0,70 = 0.05 h™).Os dados obtidos neste trabalho
estdo de acordo com os valores descritos na literatura. Fonseca et al. (2007)
calcularam o valor da maxima velocidade especifica de crescimento como sendo

0,56 + 0,02 h” (meio mineral definido, glicose com fonte de carbono, 30 °C).
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Groeneveld et al. (2009), para esta linhagem e condi¢des, estimaram esse valor
como sendo 0,60 h™', enquanto neste trabalho, 0 umsx calculado nas mesmas
condigées foi de 0,59 = 0,01 h™'. Referente & linhagem K. marxianus CBS 397, dados
nao publicados do nosso grupo de pesquisa mostraram que o valor de umax desta
linhagem, cultivada nas mesmas condigdes descritas acima, foi de 0,60 h™,
enquanto neste trabalho foi calculado o valor de 0,55 = 0,00 h™'. Além disto, Lages et
al. (1999) calcularam um valor de 0,39 h™' para a linhagem CBS 712 cultivada em
meio complexo, enquanto neste trabalho, 0 umax para a mesma linhagem foi de 0,32
+ 0,00 h™'. Neste caso, esta diferenca pode ser explicada pela composicdo do meio,
complexo no primeiro e definido no ultimo caso. Para K. lactis CBS 2359, o valor de
Umax, quando a linhagem foi cultivada a 30 °C em meio mineral definido
suplementado com glicose como fonte de carbono, foi de 0,37+ 0,00 h™', enquanto
em condicdes similares, Zeeman et al. (1999) calcularam 0,42 h™ e Kiers et al.
(1998), 0,40 h™'. Ja linhagem de S. cerevisiae DS 28911, pertencente & espécie de
leveduras mais estudada e muito utilizada como base de comparacgao, é capaz de
crescer a uma velocidade especifica maxima de 0,42 h™ (van Hoek et al., 1998) no
mesmo meio mineral descrito neste trabalho, usando glicose como fonte de carbono
a 30 °C. K. marxianus CBS 712 apresentou os valores mais baixos de umzsx entre as
linhagens da referida espécie. Além disso, essa linhagem ndo tem a capacidade de
crescer em lactose, o que pode limitar sua aplicagdo em processos industriais, como
na produgdo de proteinas heterélogas, que porventura possam utilizar substratos

baratos como o soro de leite.

Também é possivel verificar na Tabela 2.1, que as linhagens de K. marxianus
cresceram mais rapidamente quando cultivadas a 37 °C do que a 30 °C. Fatichenti e
Berardi (1987) mostraram que a linhagem K. marxianus SS-437 pode crescer em
temperaturas entre 3 °C e 46 °C, sendo que o pico de crescimento foi observado a
41,5 °C. Varios autores descrevem as temperaturas em torno de 40 °C como sendo
aquelas nas quais células de K. marxianus se replicam num menor intervalo de
tempo. Isso pode acarretar, num processo industrial, na redugao dos custos de
refrigeracdo em biorreatores, pois em grandes volumes, a transferéncia de calor
torna-se complexa e uma maior quantidade de agua refrigerada € necessaria para
resfriar adequadamente os tanques. Esse € um problema real em larga escala
(Rouwenhorst et al., 1988; Hensing et al., 1995).
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Outra descoberta recente publicada por Groeneveld et al. (2009) é a
capacidade evolutiva de K. marxianus em se tratando da velocidade especifica de
crescimento. Eles desenvolveram um sistema pH-auxostatico no qual a pressao de
selegéo foi a velocidade de crescimento. Células de K. marxianus crescendo a um
umax de 0,60 h™' foram capazes de crescer, apés 50 geracgdes, a uma velocidade de
0,80 h™'. Os autores concluiram que esse incremento na velocidade é devido ao
aparecimento de um mutante mais veloz, selecionado pelo ambiente. Em suma, K.
marxianus CBS 6556 foi a linhagem que apresentou maior velocidade especifica de
crescimento na maioria das condi¢cdes estudadas, com excecdo do caso em que ela
foi cultivada em lactose a 30 °C, situagao na qual a linhagem K. marxianus CBS 397
cresceu mais rapidamente (0,46 + 0,00 h™"). Isso pode ser devido ao fato desta ter
sido isolada do iogurte, enquanto aquela é nativa do pozol (bebida fermentada feita
com milho e cacau), o qual ndo possui lactose em sua composigao. Dessa forma, K.
marxianus CBS 6556 pode ser uma boa alternativa para a produgao de proteina
unicelular, ndo apenas por crescer a altas velocidades, mas também por apresentar
teor protéico na biomassa (55% em média) maior que varias linhagens de S.
cerevisiae (51% em média), as quais sdo comumente utilizadas para essa finalidade
(Fonseca et al., 2007). Limitagbes em processos envolvendo altas velocidades de
crescimento podem ocorrer, como transferéncia insuficiente de oxigénio ou
incapacidade de resfriamento do reator em culturas em altas concentragdes, como
descrito por Hensing et al., (1995), porém essa espécie apresenta a vantagem de
oferecer a versatilidade de crescer a velocidades que possibilitam o encurtamento
da duracdo da batelada, o que pode ser um ponto decisivo para a viabilidade do

processo, inclusive para producéo de proteinas heterdlogas.
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Tabela 2.1. Crescimento, consumo de substrato e formacdo de metabdlitos durante cultivos de K. marxianus e
K. lactis. umax € @ maxima velocidade especifica de crescimento; us significa a velocidade especifica de
consumo de substrato [us = wmax (YX/SEXP) '1]; Yxs°C é a conversdo global de substrato em biomassa; YysF &
a conversao de substrato em biomassa durante a fase exponencial; T ¢a duragéo da fase exponencial. PT:
numero de pontos experimentais usado no calculo de umax. As concentragdes de metabdlitos estao
representadas pelo valor maximo obtido em cada cultivo. A determinagao da inulinase extracelular ocorreu
somente nos cultivos em sacarose. FC: fonte de carbono. Temp.: temperatura do cultivo. GLYC: glicerol;
ACET: acetato; SUCC: succinato; PYR: piruvato; ETH: etanol. ND: ndo detectado. * A formagéo de metabdlitos
esta mostrada por Cmmol de cada composto formado por Cmol da fonte de carbono consumida. Entre
parénteses esta o tempo relativo ao esgotamento da fonte de carbono que se obteve a concentragdo maxima
do metabdlito. Os experimentos foram realizados em duplicata e estdo mostrados os valores médios. Em
negrito estao os valores cujo coeficiente de variagdo (CV) foi maior de 10% [CV = Desvio padrao (média)’1].
Os graficos das cinéticas de crescimento e produg¢do de metabdlitos extracelulares estdo mostrados no
apéndice A. Ja os graficos das cinéticas de produgdo de inulinase extracelular estdo no apéndice B.

EXP
T

. FC, Hmax Ms Yxis Yxis " " " " " Inulinase
Linhagem Temp. (h) (h") GLO EXP (h) PT GLYC ACET SuccC PYR ETH (U/mgDW)
K. GLC
marxianus 3000’ 059 134 044 044 6 8 17.4 (0) 9.8(-1) ND 6.5 (0) 19.4(0) -
CBS6556

Ol% 066 143 045 044 5 7 250(0) 48(0) 26(0) 47(0) 403(0) -
';8% 040 072 054 055 8 8 10.2 0.4 0.4 0.9 ND -
Ig’;\% 063 1.19 053 0.53 6 8 30.4 (0) 5.6 (0) 2.3(0) 5.3(0) 45.5(0) -
ggcc 0.58 - 0.39 - 6 9 10.6 (0) 21.0 (-1) 1.2 (0) 4.1 (0) 72.9 (0) 1.24
§L7JCC 0.70 - 0.49 - 4 6 12.6 (-.5) 3.8(-.5) ND ND 17.8(-.5) 1.65
K. GLC
marxianus 3000’ 055 1.28 0.42 0.40 7 7 10.4 (0) 16.5 (-1) ND 6.4 (0) 75.4(0) -
CBS397
g;;‘% 052 153 041 0.34 5 5 8.9 (0) 12.4 (0) 0.8 (-1) 3.6 (0) 73.3 (0) -
I:;{)\% 046 1.02 040 042 8 8 10.7 (-1) 6.0 (-1) 6.9 (-1) ND 92.3 (-1) -
Ié';\% 059 155 040 0.38 6 7 10.5 (0) 15.3 (-1) 2.3(0) 43(0) 858(-1) -
g(L)JCc 0.52 - 0.39 - 7 6 13.4 (0) 26.6 (0) 1.5 (0) 2.2 (1) 44.6 (0) 0.59
§L7JCC 0.67 - 0.47 - 6 5 22.8 (0) 3.4 (0) ND ND 0.8 (0) 0.83
K. GLC
marxianus o 0.31 0.75 045 046 11 10 10.2 (0) 5.1 (0) 1.2 (0) 1.3(0) 2.3 (0) -
30°C
CBS712
%‘% 047 085 0.58 0.55 8 8 9.7 (0) 1.5 (-3) 3.5(0) 1.2 (0) ND -
LAC, - .
30°C Nao houve crescimento
LAC, - .
37°C N&o houve crescimento
ggcc 0.33 - 0.45 - 10 11 7.2 (0) 6.6 (0) ND ND ND 0.46
2?% 0.45 - 0.59 - 8.2 (0) 3.5(0) 3.0 (-2) 4.4 (0) ND 0.50
K. lactis GLC,
CBS2359 30°C 0.37 0.78 0.49 047 10 10 3.3(-4) ND ND 6.1(-4) ND -
GLC, Nao houve crescimento
37°C '
I:;{)\% 037 1.16 030 0.32 10 11 16.9 (0) 9.2 (-3) 1.6 (0) ND 78.6 (0) -
LAC, - .
37°C N&o houve crescimento
gg% 0.40 - 0,52 - 10 11 33,4 (+1) ND 5,8 (-1) ND 80,4 (+1) 0,00
SUC,

Nao houve crescimento

37°C
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4.2. Conversao de substrato em biomassa

A conversao de substrato em biomassa (Yxis) € um parametro importante da
fisiologia celular. A eficiéncia da célula ao transformar substrato em biomassa é
resumida por esse coeficiente. Neste trabalho, sdo mencionados dois valores de

Yxss. O primeiro é o coeficiente de conversao global (Yxs®°

), 0 qual corresponde a
biomassa formada durante o cultivo até o esgotamento da principal fonte de
carbono. O outro coeficiente € a conversao de substrato em biomassa durante a

P nao esta

fase exponencial de crescimento (Yxs™). Na tabela 2.1, Yxs™
representado nos cultivos em sacarose, pois este substrato € hidrolisado no meio
extracelular e a glicose e a frutose resultantes ndo sdo consumidas na mesma

velocidade em que a sacarose € hidrolisada.

Analisando as quatro linhagens cultivadas em glicose a 30 °C (Tabela 2.1), K.
marxianus CBS 397 apresentou o menor valor de Yxs™: 0,40 + 0,02 g MS/g GLC.
Esse valor mais baixo pode ser explicado por uma maior formacdo de etanol,
sugerindo-se que pode ter havido limitagdo de oxigénio. Mesmo os valores de Yxss
de K. marxianus CBS 397 sendo relativamente menores que o das outras trés
linhagens, quando se comparam os valores desta levedura com fatores de
conversdo de substrato em biomassa de S. cerevisiae crescendo a velocidades
préximas ao valor de seu umax, 0S valores da primeira sdo drasticamente maiores.
Postma et al. (1989), para S. cerevisiae CBS 8066, calcularam o fator de conversao
de substrato em biomassa como 0,50 g MS/g GLC quando o cultivo foi conduzido a
D = 0,38 h™. Quando D foi aumentado para 0,48 h™', Yxs®-° diminuiu para 0,18 g
MS/g GLC. Nissen et al. (2000) reportaram que, para S. cerevisiae TN1 crescendo a
umsx de 0,41 h™' em cultivos batelada e utilizando o mesmo meio mineral deste
trabalho, a conversdo global de substrato em biomassa foi de 0,17 g MS/g GLC.
Esses exemplos mostram uma vantagem de K. marxianus quando comparada com
S. cerevisiae no que se refere a conversao de substrato em biomassa. Aquela tem a
capacidade de crescer a altas velocidades especificas com alto rendimento em
biomassa, enquanto esta, uma espécie Crabtree-positiva, produz uma alta
quantidade de metabdlitos, principalmente etanol. Além da menor eficiéncia

energética que a produgao de etanol representa, o acumulo desta molécula no meio
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pode aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmatica, pela sua insercéo no
interior hidrofébico da mesma, aumentando a polaridade dessa regido,
enfraquecendo a barreira hidrofébica e assim ocasionando a perda de compostos
intracelulares importantes, como nucleotideos e aminoacidos (Salgueiro et al.,
1988). O etanol também pode contribuir para o aumento da penetragdo de acidos
fracos através da membrana citosdlica, intensificando o chamado efeito
desacoplador de acidos fracos, o que aumenta o gasto de energia para manutengao

do pH intracelular (Verduyn et al., 1991).

De acordo com a Tabela 2.1, K. marxianus CBS 6556 apresentou conversao
de 0,54 g MS/g LAC a 30 °C. Esse valor esta proximo ao tedrico (0,60 g MS/g LAC),
de acordo com o modelo proposto por Longhi et al. (2004). Para esta linhagem,
rendimentos mais altos foram obtidos em lactose e os mais baixos em sacarose. Ja
no caso da K. marxianus CBS 712, é clara a maior conversdo de substrato em
biomassa quando as células foram cultivadas a 37°C em vez de em 30 °C, tanto em

glicose, como em sacarose.

Na Figura 2.1 é possivel verificar a relagdo entre a formagao de biomassa e a
producao de metabdlitos. Geralmente, com uma alta formacido de metabdlitos, a
conversdo em biomassa diminui. Quando as linhagens de K. marxianus foram
cultivadas a 37 °C, a producdo de metabdlitos aumentou. Isso provavelmente
ocorreu devido a maior velocidade especifica nessa temperatura. Segundo Blank e
Sauer (2004), a repressao por glicose exercida sobre o ciclo dos acidos
tricarboxilicos € regulada pela velocidade especifica de crescimento e de consumo
de glicose. De fato, Fonseca et al. (2007) reforcaram essa assertiva, ja que foram
capazes de observar uma pequena formagao de etanol quando K. marxianus
cresceu a D = 0,25 h™', enquanto a D = 0,1 h™", ndo foi observada formacéo de

metabdlitos.
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Figura 2.1. YX/SEXP e a recuperagao do carbono presente no substrato em metabdlitos extracelulares
(C-moles da soma dos metabdlitos / C-moles da fonte de carbono ). A: K. marxianus CBS 6556; B: K.
marxianus CBS 397; C: K. marxianus CBS 712; D: K. lactis CBS 2359.

4.3. Formagéo de metabdlitos extracelulares

Em cultivos nos quais a glicose € a unica fonte de carbono, a maioria das
espécies de leveduras apresentam fermentagao alcodlica quando em condicbes de
limitagdo de oxigénio. Algumas espécies, como a levedura modelo S. cerevisiae,
utilizam a via fermentativa para produgcdo de energia mesmo sob condigcdes
aerobicas. Isto somente nao ocorre se trés condicdes forem obedecidas
simultaneamente: baixa concentracdo de glicose, oxigénio nao-limitante e baixa
velocidade especifica de crescimento. Experimentalmente, esta situacido pode ser
obtida durante quimiostatos aerobios, limitados por glicose, a baixos valores de
vazao especifica. Esse fendbmeno de fermentacdo em aerobiose plena € conhecido
como efeito Crabtree (Crabtree, 1929; De Deken, 1966). Por outro lado, as
leveduras do género Kluyveromyces nao apresentam esse efeito em aerobiose,
embora seja muito importante considerar as condigdes do cultivo (aeragédo, fonte de
carbono, fase de cultivo e limitagdo de nutrientes) para classificar a levedura como

sendo Crabtree positiva ou negativa (Gonzalez-Siso et al., 2000).

A formagdo de etanol € geralmente acompanhada da produgcédo de outros
metabdlitos, inclusive &acidos organicos fracos, como € possivel observar no

apéndice A. Esses acidos podem difundir do meio extracelular para o citosol na
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forma n&o dissociada através da membrana plasmatica. Uma vez no citosol, a maior
parte das moléculas vai dissociar, devido ao pH do meio ser mais alto (em torno de
7,0), quando comparado ao pK dos acidos organicos, resultando na transferéncia de
protons do meio para o citosol. Para evitar uma alta concentragcdo de prétons
intracelular, a célula gasta energia para bombear o excesso para o ambiente externo
(Verduyn et al., 1992). Neste trabalho, foi observada producéo extracelular de

acetato e também dos acidos succinico e piruvico em menores concentragoes.

Além da formagao de acidos fracos, as células também produzem glicerol, o
que pode ocorrer em aerobiose (Nissen et al., 1997) e também sob altas velocidades
de crescimento (Postma et al., 1989). A formagdo de glicerol faz parte de um
mecanismo para a célula reoxidar o excesso de NADH formado (Overkamp et al.,
2002), exercendo a mesma fungcdo quando o acetaldeido é reduzido a etanol (Wang
et al., 2001). Além disso, o glicerol formado é acumulado dentro da célula sob
condicbes de estresse, situacdo na qual esse componente torna-se um eficiente

protetor contra a lise celular.

Apesar de nao ser possivel garantir, nos cultivos realizados, condi¢gbes de
plena aerobiose, nos casos em que a glicose foi a unica fonte de carbono, é possivel
constatar o status Crabtree-negativo de K. marxianus (Bellaver et al., 2004; Kiers et
al.,1998; Fonseca et al., 2007), devido a pequena ou nula formagédo de etanol. A
excegao ocorreu com a linhagem K. marxianus CBS397, em que houve significativa
producao de etanol tanto a 30 °C quanto a 37 °C. Sugere-se que durante o cultivo
houve escassez de oxigénio dissolvido no meio, levando a levedura a desviar seu
metabolismo para a via fermentativa. Um estudo feito por Mahmoud e Kisikowski
(1982) revelou que dentre cinco congéneres, a linhagem K. marxianus CBS397
apresentou maior producao de etanol, mas ndo havia informagdo sobre a garantia
de plena aerobiose. Entretanto, estudos recentes ainda nao publicados pelo nosso
grupo mostram que essa mesma linhagem €& capaz de crescer em plena aerobiose
sem a formacédo de etanol, confirmando seu status Crabtree-negativo. K. marxianus
CBS 6556 também exibiu uma pequena formacdo de metabdlitos em ambas os
cultivos em glicose (a 30 °C e 37 °C), atingindo o maximo de concentracdo no
momento em que se tornou escasso o substrato e a concentragdao celular era
maxima. A linhagem que apresentou menor formagdo de metabdlitos foi

destacadamente a K. marxianus CBS 712. Nao obstante, também apresentou
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valores altos de Yxis, porém baixos de umax (Tabela 2.1). Nao é possivel inferir que a
baixa formacdo de metabdlitos, neste caso, seja intrinseca a linhagem, pois os
valores mais baixos de velocidade de crescimento da linhagem K. marxianus
CBS712 fizeram com que n&o houvesse escassez de oxigénio no meio.
Consequentemente, a formagdo de metabdlitos foi menor que nas linhagens que

apresentaram maior pmax.

Nos cultivos em lactose a 30 °C, tanto a linhagem K. marxianus CBS 6556
quanto a linhagem K. marxianus CBS397 apresentaram crescimento com reduzida
formacdo de metabdlitos. Em contrapartida, sua congénere K. lactis CBS 2359
apresentou acentuada formacado de etanol nessa condicdo, em torno de 21 mM.
Relatos em que ocorreu metabolismo fermentativo sob aerobiose em K. lactis CBS
2359 sao baseados em cultivos em frascos Erlenmeyer (Mulder et al., 1995) ou
quando foi utilizado meio complexo (Gonzalez-Siso et al., 1996). Kiers et al. (1998)
descrevendo a mesma linhagem de K. lactis no mesmo meio mineral definido que
este trabalho, relataram problemas de falta de oxigénio nos cultivos frascos
Erlenmeyer. Quando cultivadas em reator, as células ndo apresentaram producéo de
etanol. Isso leva a crer que as células cresceram sob hipoxia durante uma fase do
cultivo em Erlenmeyer. Outra hipotese que pode explicar a formagéo de etanol, é a
que o cultivo pode ter sido limitado por &cido nicotinico. Kiers et al. (1998)
verificaram que no mesmo meio mineral definido, cultivos de K. lactis a altas
velocidades especificas de crescimento foram limitados por essa vitamina. A
velocidades de crescimento mais baixas, o cultivo voltou a ser limitado pela fonte de
carbono. Sugere-se que umas dessas alternativas possam ter ocorrido quando a
linhagem CBS 2359 cresceu em sacarose. K. lactis CBS 2359 néo cresce a 37 °C.

Nos cultivos em que a sacarose foi utilizada como unica fonte de carbono, as
altas velocidades de crescimento acarretaram em uma maior produg¢ao de glicerol e,
além disso, a alta demanda de oxigénio resultou em hipdxia e consequentemente,
em formacdo de etanol. Essa hipotese € reforgada pois o etanol fora somente
detectado nas ultimas horas do crescimento exponencial, quando a concentracio de
biomassa era mais alta, resultando em uma maior demanda de oxigénio. Assim
como ocorreu nos cultivos em glicose, a linhagem K. marxianus CBS 712
apresentou os menores valores de formacédo de metabdlitos por carbono consumido

(19 C-mmol/C-mol a 30 °C e 16 C-mmol/C-mol a 37 °C); seguida pelas linhagens K.
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marxianus CBS 6556 (53 C-mmol/C-mol a 30 °C e 77 C-mmol/C-mol a 37 °C) e K.
marxianus CBS 397 (109 C-mmol/C-mol a 30 °C e 99 C-mmol/C-mol a 37 °C).

4.4. Producgéo de inulinase extracelular

A atividade extracelular da enzima inulinase foi medida em cada amostra dos
cultivos em que a sacarose foi utilizada como fonte de carbono (os graficos das
cinéticas estdo apresentados no apéndice B). Este foi mais um ponto dessa
investigacdo sobre a fisiologia de diferentes linhagens de K. marxianus. Estudos
sobre a secregao de proteinas homologas podem ajudar a selecionar uma linhagem
para ser usada como hospedeira na sintese de proteinas heterélogas. E sabido que
a eficiéncia na secrecdo de proteinas pode variar a cada caso, mas um ponto de

partida € sempre necessario para executar essa selecio.

Sabe-se que o promotor do gene (INU7) do gene que codifica para a enzima
inulinase é principalmente induzido na presenca da inulina, um polissacarideo
composto basicamente de frutose (Kushi et al., 2000). Sacarose e frutose também
sdo conhecidos como indutores. Parekh e Margaritis (1985) relataram que a
atividade extracelular de inulinase quando K. marxianus UCD foi cultivada em meio
complexo, utilizando inulina como fonte de carbono, foi 3,3 vezes maior que a
detectada em meio contendo sacarose como substrato. J&8 no mesmo meio mineral
que o utilizado neste trabalho, Rouwenhorst et al. (1988), utilizando K. marxianus
CBS 6556, determinaram uma atividade 10% maior em meio contendo inulina em
relagdo ao meio contendo sacarose em cultivos continuos. Neste trabalho, sacarose
foi utilizada como indutor da formacao de inulinase, pois essa fonte de carbono esta
presente em matérias-primas de baixo custo, principalmente no Brasil, as quais

podem ser exploradas em futuras aplicacdes industriais.

A produgdo de inulinase em cultivos continuos diminui a medida que se
aumenta a taxa de diluicdo (Rouwenhorst et al., 1988; Kushi et al., 2000). Como a
regulagdo do gene INU17 ocorre via indugao e repressado (GrootWassink e Hewitt,
1983; Cruz-Guerrero et al., 2006), a diminuigcdo na atividade de inulinase com o

aumento da taxa de diluicdo € principalmente causada pelo aumento do agucar
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residual em taxas de diluicdo mais altas (Rouwenhorst, et al., 1988). Essa relacéo é

claramente demonstrada na tabela 2.2.

Tabela 2.2. Relag&o entre taxa de diluicdo e atividade de inulinase extracelular produzida por K. marxianus.

Taxa de Atividade de

Fonte de Carbono Diluica 1 . Unidade Referéncia
iluigdo (h™) Inulinase

Inulina 0,05 58 U (mgMS)™ Rouwenhorst et al., 1988

Inulina 0,15 25 U (mgMS)'1 Rouwenhorst et al., 1988
Sacarose ' 0,10 52 U (mgMS)'1 Rouwenhorst et al., 1988
Sacarose ' 0,80 2,0 U (mgMS)'1 Rouwenhorst et al., 1988
Sacarose ° 0,05 107 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,10 105 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,15 67 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,20 65 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,25 51 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,30 9 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,35 1,9 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,40 0,84 Uml’ Kushi et al., 2000
Sacarose ° 0,45 0,81 Uml’ Kushi et al., 2000

; Meio mineral definido
Meio complexo

K. marxianus CBS 6556 apresentou maior atividade especifica de inulinase
extracelular durante seu crescimento em relacdo as outras duas linhagens
estudadas. A 30°C, chegou a um valor médio maximo de 1,24 U/mgMS e a 37°C
observou-se atividade de 1,65 U/mgMS. As linhagens K. marxianus CBS 397 e K.
marxianus CBS 712 apresentaram, respectivamente, atividades maximas de 0,59 U/
mgMS e 0,46 U/mgMS a 30°C. Ja na temperatura de 37°C, observou-se atividade de
0,83 U/mgMS e 0,50 U/mgMS, respectivamente. Rouwenhorst et al. (1988) no
mesmo meio mineral, relataram atividade de 2,0 U/mgMS para K. marxianus CBS
6556 crescendo a uma velocidade especifica de 0,8 h'. Porém, apenas cerca de
50% desse valor era relativo a enzima extracelular, concordando com os dados
apresentados neste trabalho.Além da fracdo de inulinase existente no sobrenadante,
Rouwenhorst et al. (1988) descrevem mais duas fragdes possiveis, nas quais pode
ser encontrada inulinase: ligada a parede celular e ligada a célula. Essas duas
fracdbes nao foram consideradas neste trabalho, pois a intencdo era de estimar a
capacidade de secregao total da enzima, ou seja, até a sua forma extracelular, no
sobrenadante.

Sugere-se que a temperatura de cultivo exerce influéncia sobre a produgéo de
inulinase. Rouwenhorst et al. (1988), estudando cultivos a uma larga faixa de

temperaturas, perceberam que a atividade enzimatica € maior quanto mais proxima
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a levedura estiver da sua temperatura 6tima de crescimento, ou seja, entre 37 °C e
42 °C. Mazutti et al. (2005) relataram uma produgao de inulinase mais alta quando
K. marxianus NRRL y7551 cresceu a 36 °C. Da mesma maneira, no presente, as
atividades mais altas foram obtidas a 37°C, para as trés linhagens estudadas. Ja em
outros organismos, a temperatura 6tima varia a cada caso. Em Pseudomonas sp.,
maior producao de inulinase foi alcangada a 42 °C e em Xanthomonas sp., a 37 °C
(Park e Yun, 2001). Derycke e Vandamme (1984) publicaram que, em Penicillium

sp., atividade mais alta de inulinase foi detectada em cultivos a 35 °C.

A linhagem K. lactis CBS 2359 foi também testada quanto a produgado de
inulinase, como um controle negativo, ja que nao era esperada produgédo da enzima
nesta espécie. K. lactis é capaz de utilizar sacarose como fonte de carbono, porém a
sua hidrélise é feita pela enzima invertase, codificada pelo gene INV1, que
apresenta uma alta homologia com a invertase de S. cerevisiae (Fernandes et al.,
1995).

5. Conclusoes

O estudo comparativo cumpriu o objetivo de comparar e identificar variagdes
fisiologicas intra-especificas em K. marxianus e comparar parametros fisiolégicos

desta espécie com K. lactis.

A linhagem K. marxianus CBS 6556 foi a que melhor reuniu as caracteristicas
esperadas para um hospedeiro de expressao heterologa. Apresentou velocidade de
crescimento especifica e rendimento de substrato em biomassa, na maioria das
condigbes estudadas, superiores aos valores apresentados pelas outras linhagens.
Também apresentou maior produgao e secre¢gao da enzima homodloga inulinase, se
comparada as demais linhagens de K. marxianus estudadas. Dessa forma, essa foi
a linhagem selecionada para a segunda etapa do trabalho, a clonagem dos genes
da glicose oxidase de Aspergillus niger e da esterase de Thermus thermophillus. Os
estudos de biologia molecular foram realizados também na linhagem K. lactis PM5-
3C (K. lactis CBS 2359 MATa uraA Rag’), ja que esta espécie € considerada um
organismo modelo e é referéncia para leveduras dentro do género Kluyveromyces
(Lachance, 2007).



Capitulo 3
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1. Resumo

Neste trabalho, foram construidos sistemas para expressdo heterdloga de uma
esterase (EST) de Thermus thermophilus, com potencial de aplicagéo industrial, pela
sua capacidade de modificagdo de acidos graxos a altas temperaturas, o que ocorre
por exemplo na producdo de biodiesel. Também foram gerados sistemas para a
expressdo heterdloga da proteina-modelo glicose oxidase (GOX) de Aspergillus
niger, enzima muito utilizada na confecgdo de biossensores para medigdo da
concentracdo de glicose no sangue. Ambas as proteinas foram expressas nas
leveduras Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis. Dois sistemas
epissomais foram montados. No primeiro, utilizou-se o promotor e terminador do
gene PGK (fosfoglicerato quinase) de S. cerevisiae e o sinal de secregédo k1 de K.
lactis. O outro sistema epissomal construido utilizou promotor, sinal de secrecao e
terminador do gene INU1 (inulinase) de K. marxianus. Ambos sistemas epissomais
foram baseados no plasmideo pSPGK1, que possui uma origem de replicagdo S71
(funcional em K. marxianus e K. lactis) e a marca de selecdo URA3. Cassetes de
expressao contendo os genes da esterase ou da GOX, sob controle do promotor de
INU1 foram também inseridos num vetor integrativo (pPNADFL11), o qual possui a
capacidade de se integrar ao genoma da levedura no locus do gene URAS.
Resultados preliminares de expressdo das duas proteinas heterdlogas, nos trés
sistemas de expressdo e nas duas leveduras estudadas (totalizando doze

construgdes) sao apresentados.



67

2. Introducgao

Uma classe de vetores epissomais utilizados para expressao de proteinas
heterélogas sdo plasmideos circulares que possuem uma origem de replicacéo de
leveduras. A natureza dessa origem de replicacdo € um fator determinante a
estabilidade desses plasmideos. Vetores baseados nas origens de replicagédo ARS
(sequéncias de replicagao autbnomas, sigla em inglés), derivadas dos cromossomos
de leveduras, estdo disponiveis para todas as espécies de leveduras (Romanos et
al., 1992). Apesar de alguns desses vetores possuirem capacidade de replicar-se
em um grande numero de cdpias, sua estabilidade geralmente € muito baixa (as
perdas sdo da ordem de 10% por geracdo). Essa baixa estabilidade torna os
plasmideos derivados de ARS inadequados para aplicagdes em processos de larga

escala (Hensing et al., 1995).

Um grande avango na pesquisa de biologia molecular em leveduras do género
Kluyveromyces foi o descobrimento do plasmideo pKD1 na espécie Kluyveromyces
drosophilarum (Falcone et al., 1986). Esse plasmideo de 4,8 kb e 1,65 um possui
uma organizagdo similar ao plasmideo 2 p (Futcher et al., 1988) do género
Saccharomyces (Chen et al., 1986), e pode replicar-se em uma variedade de
espécies do género Kluyveromyces, inclusive K. lactis (Fleer et al., 1991) e K.
marxianus (Bartkeviciute et al., 2000). Em células cultivadas na auséncia de pressao
seletiva, o plasmideo pKD1 pode ser mantido em K. lactis (Bianchi et al., 1987),
porém sua estabilidade depende da linhagem hospedeira (Hensing et al., 1995).
Mais tarde, foi demonstrado que a inser¢ado do gene de resisténcia a canamicina, do
gene URA3 de S. cerevisiae, a origem de replicagdo de E. coli e o gene que confere
resisténcia a ampicilina, ao plasmideo pKD1, resultaram em um vetor versatil que
pode transformar e ser mantido em K. marxianus CBS 6556 e CBS 712, embora
com baixa eficiéncia de transformacgao (Chen et al., 1989). Dessa forma, plasmideos
baseados no pKD1 tornaram-se a escolha mais comum para inserir sequéncias
heterdlogas de DNA em K. marxianus (Fonseca et al., 2008).

Apesar de a técnica de engenharia genética utilizando plasmideos de
replicagdo autbnoma ser conveniente, a estabilidade dos plasmideos apds geragdes

é limitada (Bartkeviciute et al., 2000). Essa instabilidade é fator crucial em processos
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industriais. Uma alternativa a essa técnica é a utilizagdo de plasmideos integrativos.
Dessa forma, uma estabilidade muito maior pode ser alcangcada em sistemas de
integracdo por recombinagcdo no DNA cromossomal da levedura . A integracéo de
fragmentos de DNA num organismo requer a agdo de um mecanismo de reparagao
de cadeia dupla (DSB- double-strand break mechanism). Em Eukarya, dois
mecanismos foram identificados: a recombinacdo homodloga (homologous
recombination, HR), que resulta numa integracdo direcionada, e a ligagdo de
extremidades ndo homodlogas (non-homologous end joining, NHEJ), que resulta
numa integragdo casual. As diferengas na eficiéncia de integragéo direcionada nos
diferentes organismos podem ser explicadas pela maior atividade de um destes
mecanismos. A levedura modelo S. cerevisiae apresenta um mecanismo de
recombinacdo homodloga extremamente eficiente, resultando numa frequéncia de
insercao de genes direcionada elevada (perto dos 100%) e requer apenas 40 pares
de bases de homologia com o gene alvo nas extremidades do cassete de inser¢cao
(Baudin et al. 1993). No entanto, S. cerevisiae neste aspecto € uma excec¢ao a regra,
uma vez que os fungos filamentosos e organismos eucariotos superiores,
apresentam na generalidade um sistema de recombinagédo homologa ineficiente. No
caso dos fungos filamentosos, por exemplo, a recombinagdo homologa ocorre a
muito baixa frequéncia (0,1-20%) e requer a utilizacdo de cassetes com regides
ladeadoras com mais de 2000 pares de base de homologia ao DNA alvo, caso se
deseje inserir um fragmento de DNA de forma direcionada . A levedura K. lactis,
proxima de S. cerevisiae e de K. marxianus, possui um grau intermediario de
recombinagcdo homologa. Geralmente, com fragmentos de DNA possuindo centenas
de pares de bases de homologia, a eficiéncia da integragdo € mais de 50%, embora
alguns casos tenham sido descritos com integragcdo homologa em menos de 1% dos
transformantes (Zeeman e Steensma, 2003). A ineficiéncia do sistema de
recombinacdo homologa dificulta ndo sé a interrupgdo de genes, dificultando o
estudo fisiolégico destes organismos, como também dificulta a integracdo de
cassetes de expressdo em locais pré-definidos.

Como referido anteriormente, a integracdo de cassetes de expressdo em
multiplas cépias pode ser conseguida de forma aleatéria, mas a integragdo nao-
direcionada podera afetar aspectos essenciais da fisiologia do hospedeiro. Assim, no
contexto do desenvolvimento de um sistema de expressdo eficiente para K.

marxianus, € importante estudar este aspecto com vista ao desenvolvimento de
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vetores que integrem os cassetes de expressao em sitios pré-determinados e que
nao afetem o normal funcionamento da célula. Outro fator relevante é a eficiéncia da
recombinacdo homologa. Kooistra et al. (2004) publicaram uma eficiéncia de
integracdo direcionada de 0% quando as zonas ladeadoras do gene da marca de
selegédo continham apenas 50 pb de homologia ao gene alvo em K. /actis. No caso
em que foram usadas regides homodlogas de 600 pb, a eficiéncia de recombinagao
homodloga subiu para 88%. Em contrapartida, Ribeiro et al. (2007) alcangaram
apenas 34% de eficiéncia de recombinagdo homdloga em K. marxianus, usando
regides homologas ainda maiores que no caso anterior: 723 e 713 pb.

A estabilidade dos vetores integrativos é geralmente muito alta (as taxas de
perda da integragcédo sao frequentemente menores que 1% por geragédo (Hensing et
al., 1995). Uma desvantagem que pode ser citada quanto as construgdes
integrativas € o seu baixo numero de copias por célula. Uma alternativa descrita por
Pecota et al. (2007), que permite a integragdo do gene de interesse em multiplas
copias ao genoma de K. marxianus, € o emprego de um cassete de selecao
reutilizavel. Neste caso, o marcador de selegcdo auxotréfico URA3 (confere
capacidade de crescimento de linhagens ura3 em meios desprovidos de uracila) é
envolvido a montante e a jusante por duas repeticbes do gene hisG de Salmonella,
formando o cassete URA3blaster (UB). Esse método também foi usado com
sucesso em integragdes sequenciais de genes heterélogos em S. cerevisiae (Lee e
Da Silva, 1997) e em K. lactis (Wang et al., 2003).

Além de requerer vetores eficientes, a expressdo de genes heterdlogos
também depende do promotor e eventualmente de uma sequéncia sinal de secregcao
que direcione a proteina sintetizada para o meio externo, o que geralmente facilita o
processo de purificagdo da mesma (Fonseca et al., 2008).

Um promotor classico, utilizado em expressédo de genes heterélogos em
leveduras, € o PGK (phosphoglycerate kinase) de S. cerevisiae. Esse promotor é
constitutivo e provoca alta expressdo génica quando o meio de cultura contém
glicose. Em conjunto com o terminador do mesmo gene e a sequéncia sinal k, de K.
lactis, constitui o cassete de expressao do plasmideo pSPGK1, (Fleer et al., 1991)
utilizado neste trabalho.

Ja o promotor INU1 de K. marxianus é responsavel pelo controle da expressao
da enzima inulinase nessa espécie. Este promotor contém uma sequéncia prepro

que confere a sinalizagdo para a secregcao da proteina expressada ao meio
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extracelular. Essa sequéncia sinal também ja foi aplicada com sucesso na secreg¢ao
de proteinas heterdlogas em S. cerevisiae (Chung et al. 1996), mostrando-se mais
eficaz do que a seqUéncia sinal do fator alfa, cuja utilizacdo se encontra
generalizada. Além disso, o promotor INU1 é regulado de acordo com a fonte de
carbono existente no meio. Nao promove transcricdo na presenca de lactose e em
contrapartida promove a expressdo na presenca de sacarose. Dados da literatura
sobre a sintese heteréloga de proteinas sob controle do promotor e sequéncia
prepro INU1 demonstram a obteng¢ao de 60 mg/L de interferon humano a-2a no meio
extracelular (Cai et al., 2005). Outro estudo realizado por Bergkamp et al. (1993)
relata a produgdo e secregcdo para o meio extracelular de 150 mg/L de o-
galactosidase. Neste mesmo estudo também é destacado que a eficiéncia de
secrecao da enzima heterdloga sob controle de INU1 alcangou 99% (o que inclui as

fragdes periplasmica e do sobrenadante).

No presente trabalho, objetivou-se o desenvolvimento de dois vetores
epissomais e um integrativo para a expressao separada de dois genes heterdlogos:
a esterase de Thermus thermophilus e a glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger
nas leveduras K. marxianus e K. lactis. Os promotores utilizados foram o ScPGK ou
o KmINU1. A linhagem de K. marxianus selecionada para este estudo foi a CBS

6556, de acordo com estudos fisioldgicos prévios, descritos no capitulo 2 desta tese.

3. Materiais e métodos

3.1. Microrganismos

As diferentes células utilizadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 3.1.
A linhagem K. lactis PM5-3C ¢é derivada da CBS 2359, com gendtipo apresentado na
Tabela 3.1, e foi utilizada como linhagem hospedeira dos genes heterélogos como K.
lactis CBS 2359 ura-. Ja a linhagem K. marxianus SLC33 foi desenvolvida neste
trabalho, tendo sido derivada da linhagem K. marxianus CBS 6556, possuindo o

gene URA3 nao funcional.
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Tabela 3.1. Lista das linhagens utilizadas neste trabalho.

Linhagem Genétipo Origem

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80dlacZAM15 AlacX74 recA1

E. coliDH10b endA1 aran139 A(ara, leu)7697 Gifco-BRL-Invitrogen
galU galK A- rpsL (StrR) nupG
K. marxianus SLC33 ura3 Este trabalho
K. marxianus CBS 6556 Wild type Centraal Bureau voor
Schimmelcultures
K. marxianus CBS 397 Wild type Centraal Bureau voor
Schimmelcultures
K. marxianus CBS 712 Wild type Centraal Bureau voor
Schimmelcultures
K. lactis PM5-3C MATa uraA Rag Dra. M'Chet'gjv\g’leso'ows""
. MATa his3D1 leu2D0 lys2D0
S. cerevisiae BY4742 ura3Do Euroscarf

3.2. Meios de cultivo

A seguir sera descrita a composi¢cado dos meios de cultivo utilizados para o
crescimento de bactérias e leveduras. Os meios liquidos foram preparados em agua
destilada e os meios solidos foram suplementados com agar bacteriologico a 1,5%
para preparo em placas de Petri. A esterilizagdo dos meios foi feita em autoclave

durante 20 minutos a 121°C.

3.2.1. Yeast extract, tryptone (YT)

Trata-se se um meio liquido empregado para a indugdo do estado de
competéncia em bactérias. Sua composicdo € a seguinte (em g L"): bacto-triptona

(10), extrato de levedura (5) e peptona (5).

3.2.2. Luria-Bertani (LB), Luria-Bertani-Ampicilina (LBA), Luria-Bertani-Ampicilina-X-
Gal (LBA-X-Gal)

E um meio para crescimento de bactérias. Sua composicédo é a seguinte:
(em g L"): bacto-triptona (10), extrato de levedura (5), cloreto de sédio (5) e glicose
(1). Para selecao de bactérias transformadas com o gene de resisténcia a ampicilina

(ampR), adicionou-se ampicilina a uma concentragéo final de 40 mg L. Esse meio
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suplementado foi denominado Luria-Bertani-Ampicilina (LBA). Também poderia ser
adicionado X-Gal e IPTG ao meio LBA a concentragdo de 40 e 92 mg/L,
respectivamente, para selecao de bactérias transformadas pelo sistema branco/azul.

Esse ultimo meio foi denominado LBA-X-Gal.

3.2.3. Yeast extract, peptone, dextrose (YPD)

Meio complexo usado no crescimento de leveduras. Sua composigdo (em g

L"): glicose (20), extrato de levedura (10) e peptona (20).

3.2.4. Meio Completo (CM)

Este meio sintético definido, descrito por Zitomer et al. (1976), foi utilizado na
selecdo das leveduras transformadas, cuja marca de selegdo era a auxotrofia a
algum aminoacido. Neste trabalho, o meio CM desprovido de uracila foi denominado
CM-URA.

3.2.5. Placas 5-FOA

Este meio, descrito por Boeke et al. (1984), foi utilizado na selegcédo de células
que possuiam o gene URAS3 inativo. Este gene codifica para a enzima orotidina-5'-
fosfato decarboxilase (OMP), presente na via biossintética das pirimidinas.
Linhagens deficientes neste gene tornam-se resistentes ao composto acido 5-
fluordtico (5-FOA).

3.2.6. Meio YPHSM

Meio usado nos cultivos de selegdo dos transformantes. Desenvolvido para
garantir uma maior estabilidade plasmidial. Sua composig¢édo foi (em g L"): glicerol
(30), extrato de levedura (10), peptona (80), mais a fonte de carbono (10), que
poderia ser glicose (YPHSM-GLC) ou sacarose (YPHSM-SUC).



73

3.3. Oligonucleotideos

Os diferentes oligonucleotideos utilizados neste trabalho, bem como sua

funcao, estao listados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Lista de oligonucleotideos utilizados nestes trabalho.

Oligonucleotideos

Nome

D Funcéo

Seqléncia

KmURA3F

5- AGCATCTTGGTCTTCTGAGCT Amplificar o gene URA3 de K.

KmURA3R marxianus CBS6556

5- TGTGACGCAATGCCATTACA

PSEST1KF Amplifi d ¢

5- GAATTCAGGGCCTCGAGGCCTTCTGG mpiicar © gene da esterase

PSEST1KR de T. thermophilus para clona-
lo no plasmideo pSPGK1

5'- GAATTCTCAAGGCCGCACCCGGGGGG

PSPGOXF

ATTGAAGCC plasmideo pBT86. Possui uma

PSPGOXR cauda para recombinagao em

5 - CACCACCACCAGTAGAGACATGGGAGATCGTCACTGC pSPGK1 (sublinhado)

ATGGAAGCATA

P,INU1 Fb Amplificar o cassete INU1

PINU1Rb + CDS + terminador) de K.

5- GGATCCACGCCAGACGTCTTGTGTCCG marxianus CBS6556

PINUESTF Amplificar o gene da esterase

5 - GTCAGTGCTTCAGTTATCAATTACAAGAGAATGAAGCGG P gene :

CTTATCGCG de T. thermophilus. Possui
cauda de recombinacao

(sublinhada) para a seqiiéncia

PINUESTR sinal de secrecédo (PINUESTF)

5 - TITTGTCGTTAGTAAAGTAAGCAGATCAGATCAAGGCCG € terminador (PINUESTR) do

CACCCGGGG gene INU1

PINUGOXF Amplificar o gene da GOX de

5 - GTCAGTGCTTCAGTTATCAATTACAAGAGAAGCAATGGC A. niger. Possui cauda de

ATTGAAGCC recombinacgao (sublinhada)
para a seqléncia sinal de

PINUGOXR secregédo (PINUGOXF) e

5 - TTTTGTCGTTAGTAAAGTAAGCAGATCAGATCACTGCAT  terminador (PINUGOXR) do
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3.4. Vetores
3.4.1. pSPGK1

O vetor epissomal utilizado neste trabalho foi o pSPGK1 (amp’ oriC
PGK,/PGK.S11 URAS3; Figura 3.1a) cedido por H. Fukuhara (Becerra et al., 2001). E
um vetor derivado do pKD1 de Kluyveromyces drosophilarum, o qual possui origem
de replicacdo bacteriana e confere as bactérias resisténcia a ampicilina como
sistema de selegcdo. A origem de replicagio em leveduras € a S11,
comprovadamente funcional tanto em K. /actis quanto em K. marxianus (Bergkamp
et al., 1993). Confere as leveduras auxotroficas em uracila fenétipo ura+, fazendo
com que esse seja seu sistema de selegédo. Esse plasmideo contém o promotor da
fosfoglicerato-quinase (PGK, de S. cerevisiae). Como sinal de secrecdo, apresenta o
da proteina killer (k,) de K. lactis, e logo apos, in-frame a sequUéncia sinal, existe um

unico sitio de clonagem EcoRl, seguido pelo terminador do gene PGK.

Nael,
@ \t)b“@'" "EcoRl

pSPGK1 (8203 bp)

pNADFL11 (6800 bp)

Sacll hisG
Notl

Xbal

BamHI
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Nael, EcoRlI
f (orgin -

pSPGK1 (8203 bp) pNADFL11 (6800 bp)

Sacll hisG
Notl

Xbal

BamHI

Figura 3.1. Mapas dos plasmideos (a) pPSPGK1 e (b) pNADFL11.

3.4.2. pNADFL11

O plasmideo integrativo pNADFL11 (amp’ ColE f1(-) hisG/URA3/hisG; Figura
3.1b) (Pecota et al., 2007) foi gentimente cedido pela Profa. Nancy da Silva, da
Universidade da Califérnia em Irvine, EUA. Ele possui como principio de integragéo
a recombinagdo do gene URA3 presente no plasmideo com o do genoma de K.
marxianus. Possui, a montante e a jusante do gene URAS3, sequéncias hisG que
possibilitam a integracao de varias cépias in tandem (Alani et al., 1987). Confere as
leveduras auxotréficas em uracila fendtipo ura+, fazendo com que esse seja seu
sistema de selecdo. Nao possui seqléncia promotora nem terminador, os quais

foram clonados em seu Multiple Cloning Site (MCS) como descrito adiante.

3.4.3. pMBL-T

Este vetor comercial (Dominon mbl, Espanha; Figura 3.2b) é um sistema

utilizado para a clonagem de produtos de PCR amplificados com polimerases que

adicionam uma adenina ao extremo 3’ da molécula de DNA.
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~ Hind Il
Pstl
Sal |
Xba |
Bam HI
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Kpn |
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~~._EcoRI
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/ Kpnl
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pMBL1-T (2969 bp) Eco RV
Sma |
EcoRI
Spe |

\  BamHI
\ sall

\ Bsp 1201
\ Kpnl

1o nZ

Yeplac195 (5241 bp)

746

(@)

URA3 pUC ori

Figura 3.2. Mapas dos plasmideos (a) Yeplac195 e (b) pMBL1-T.

3.4.4. Yeplac195

Este vetor (Figura 3.2a), construido por Gietz e Surgino (1988), foi utilizado
para a clonagem do cassete INU71 de K. marxianus e posterior recombinagao
homodloga dos genes estudados, substituindo a regido codificadora da inulinase
(INU1) pelas sequéncias de interesse. Tal vetor & derivado do 2 p de S. cerevisiae,
possuindo portanto origem de replicagédo para tal levedura. Além disso, possui
marcador de selegédo para bactérias (Amp') e marcador auxotréfico para leveduras
(URAJ).

3.5. Técnicas de biologia molecular

Todos os protocolos de biologia molecular utilizados foram os ja publicados
no manual escrito por Sambrook e Russell (2001). Em todas as eletroforeses, o
marcador de peso molecular utilizado foi o DNA de bacteriéfago A digerido pela
enzima BstEll (New England Biolabs, EUA), que gerou o padréo de bandas utilizado

em todas as eletroforeses.



77

3.6. Obtencéo de mutantes nulos ura3A

Os sistemas de expressao projetados para serem utilizados neste trabalho
possuiam o gene URA3 como marcador de selegdo. Ou seja, conferiam a
capacidade da sintese de uracila em leveduras com deficiéncia nessa via
metabdlica, devido a auséncia da enzima orotidina-5'-fosfato descarboxilase (OMP),
codificada pelo gene URA3. Apds transformadas, as células devem ser dispostas em
meio seletivo — ausente de uracila — a fim de selecionar somente as células

transformadas.

O método utilizado para gerar linhagens ura™ foi baseado no descrito por
Pecota et al. (2007) que, por sua vez, baseia-se na substituicdo do gene URA3
funcional por uma sequéncia de extremidades homodlogas, 162 bases menor,

resultando em um gene néo funcional.

Para isso, o gene URA3 foi amplificado a partir do DNA cromossomal de
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 utilizando os primers PURA3F e PURA3R
(Tabela 3.2) e, posteriormente, purificado usando sais e etanol. O fragmento foi
ligado ao plasmideo pMBL+-T, formando o plasmideo pURA3 (Figura 3.3a).
Transformou-se E. coli DH10b. Logo apés, o plasmideo pURA3 sofreu um digestao
com a enzima de restricdo EcoRV, que apresenta, neste caso, dois sitios de corte
distantes 162 pb e relativamente no centro do gene URAS3. Purificou-se utilizando kit
comercial e o plasmideo digerido foi submetido a uma reagdo de autoligamento,

formando o novo plasmideo pURASA (Figura 3.3b) contendo o gene URA3A.

O fragmento URA3A foi amplificado por PCR preparativa utilizando os mesmos
primers anteriores (PURA3F, PURA3R). O DNA foi purificado e utilizado para
transformar células de K. marxianus CBS 6556, K. marxianus CBS 397 e K
marxianus CBS 712 pelo método de acetato de litio. Apés a transformacao, as
células foram passadas a placas contendo meio 5-FOA. Controles negativos (ndo
transformados com o fragmento (URA34) também foram utilizados em cada

transformacao.

Para analisar os mutantes, foi extraido o DNA cromossomal e amplificou-se o

gene URAS3 de cada candidato. A amplificacdo gera um fragmento de 1469 pb caso
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o gene fosse o0 selvagem e de 1307 pb caso o fragmento URA3A tivesse sido
corretamente integrado. Essa diferenca foi checada em géis de eletroforese a uma

concentracéo de agarose de 1,5% (m/v).

Eco RV BstZ17|

~_-EcoRV /EcoRV

Xbal,

J»,,A.«BStz‘” I __Bstz171

uo () 1y

PURA3 (4439 bp) PURA3A (4277 bp)

wo () 1

AmpR

(a)

Figura 3.3. Mapas dos plasmideos (a) pURA e (b) pURA3A.

3.7. Estratégias de construgéo dos vetores de expresséao

3.7.1. Utilizando vetor pSPGK1 e promotor/terminador PGK

Toda a estratégia esta ilustrada na Figura 3.4. Primeiramente, foi realizada a
amplificagdo dos genes que seriam expressos neste sistema. O gene da esterase
termofila foi amplificado a partir do DNA cromossomal de Thermus thermophilus
HB27 utilizando os primers PSEST1KF e PSEST1KR, os quais possuem nas suas
extremidades sitios de restricdo para a enzima EcoRI. Da mesma forma, o gene
GOX foi amplificado a partir do plasmideo pBT86 gentiimente cedido por Oscar
Bariuelos, Puleva Biotech S.A., Espanha. Neste caso, os primers utilizados para a
amplificacdo da sequéncia foram o PSPGOXF e o PSPGOXR, que possuiam uma
ponta para recombinag¢ao da sequéncia codificadora de GOX em pSPGK1. Isso teve
que ser feito pois GOX possuia um sitio de restricao para EcoRI.

O produto de PCR da amplificacdo da esterase foi purificado utilizando sais e

etanol e depois ligado ao plasmideo pMBL,-T, resultando no plasmideo pMBEST.
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Essa construgao intermediaria foi realizada afim de que se fosse possivel possuir
uma fonte estavel dos fragmentos, sem que fosse necessario ser feito uma PCR a
cada vez que precisasse manipular cada sequéncia. Além disso, tornar-se-ia
possivel concentrar ainda mais que em uma simples PCR os genes da esterase.
Isso facilitaria o ligamento ou recombinac¢ao no vetor final (pSPGK1). O sucesso no
ligamento foi checado pela digestdo do plasmideo pMBEST com a enzima EcoRI.
Em caso da existéncia da banda relativa ao vetor (8,0 kb) e ao inserto (1,0 kb), o
candidato era considerado positivo.

Para o proximo passo, partiu-se de 2-5 ug de pMBEST e digeriu-se com Eco
RI. Realizou-se uma eletroforese preparativa, retirando a banda relativa a
sequéncias codificadora da esterase. Purificou-se utilizando kit comercial para
purificagcdo de DNA de eletroforese. Em paralelo, digeriu-se pSPGK1 com EcoRl,
que em seguida foi purificado com kit comercial de purificagdo de PCR. Entao, a
sequéncia codificadora da esterase foi ligada ao plasmideo em reacdo com a
enzima T4 DNA ligase e, apds a reagao, a mistura foi utilizada para transformar E.
coli DH10b. Varias colbnias eram selecionadas como candidatas a conter a
construcao correta. Esses candidatos eram crescidos em placas contendo meio LBA
por 24h. Apods, extraia-se os plasmideos de cada candidato. Digeriu-se os
plasmideos com a enzima de restrigdo EcoRI a fim de liberar o fragmento respectivo
ao gene da esterase. Caso na eletroforese fossem visualizados tais fragmentos
(aproximadamente 1000 pb), o candidato era considerado positivo e os plasmideos
seriam utilizados para transformar K. marxianus SLC33 e K. lactis PM5-3C (cujos
fendtipos séo ura-).

No caso da GOX, partiu-se do produto de PCR purificado diretamente para
realizar a recombinagdo homologa, ja que era necessaria uma menor concentragao
de inserto. A recombinacio foi realizada em K. lactis PM5-3C utilizando mesma
proporcao de pSPGK1 digerido por Eco RI (purificado) e GOX. A correta
recombinacao gerou células que expressavam GOX, as quais foram detectadas por
top-agar para detecgcao de atividade de GOX extracelular. Os plasmideos formados,
denominados pSPGOX foram extraidos e inseridos em E. coli DH10b para
multiplicagdo e armazenamento. Entdo, a recombinagdo de GOX em pSPGK1 foi
confirmada por PCR e o plasmideo pSPGOX utilizado para transformar K. marxianus
SLC33.
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Figura 3.4. llustragcdo da estratégia utilizada para a construgédo dos vetores derivados de pSPGK1
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3.7.2. Construcdo dos cassetes derivados de INU1

Para construir os cassetes cuja expressdo fosse controlada por promotor,
sequéncia sinal de secregdo e terminador do gene da inulinase (INU7) de K.
marxianus, foi utilizada a estratégia que sera descrita a seguir e esta ilustrada na
Figura 3.5.

Primeiramente, amplificou-se o cassete de expressao do gene INUT a partir do
DNA cromossomal de K. marxianus CBS6556 utilizando os primers PINU1Fb e
PINU1Rb. Depois de amplificado, o fragmento de 3,4 kb foi ligado no vetor pMBL.-T,
obtendo-se o plasmideo pMBINU. Este plasmideo foi multiplicado em E. coli DH10b,
extraido das bactérias e digerido com BamHlI, para liberar o fragmento referente ao
cassete. O plasmideo pMBINU teve suas partes separadas por eletroforese e a
banda relativa a INU1 foi extraida e purificada para ligamento em Yeplac195.

Em paralelo, o plasmideo Yeplac195 foi também digerido com BamHI| e
desfosforilado. Em seguida, realizou-se uma reagao de ligamento entre o plasmideo
digerido e desfosforilado com o cassete purificado a partir de eletroforese na
proporcao de 1:5, respectivamente. Dessa reacao, transformou-se E.coli DH10b e
checou-se os candidatos contendo plasmideos por digestdo com BamHI. Uma vez
selecionado um clone contendo o inserto, o novo plasmideo Yeplac195 contendo o
cassete INU1 foi denominado pYINU.

Apds a montagem do plasmideo pYINU, o gene da esterase foi amplificado a
partr do DNA cromossomal de T. thermophilus HB27 utilizando os primers
PINUESTF e PINUESTR. Também foi amplificado o gene GOX a partir do
plasmideo pBT86 utilizando os primers PINUGOXF e PINUGOXR. Ambas
amplificagdes geram fragmentos contendo os genes e também uma ponta adicional
de 30 pares de base a montante e a jusante do gene. Essas pontas foram
idealizadas para que fossem homodlogas a sequéncia sinal de INUT (ponta a
montante) e ao terminador de INU1 (ponta a jusante). Dessa forma, uma vez
digerido o plasmideo PYINU na regido codificadora do gene INU1, tornaria-se
possivel a recombinacdo homodloga de esterase e GOX, substituindo a CDS
existente. Além disso, em caso de uma correta recombinag¢ao, ndo se perderia 0
framing correto do gene recombinado com o promotor INU1, garantindo uma correta

expressao dos genes heterdlogos a posteriori. Os fragmentos amplificados foram
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purificados utilizando sais e etanol.

O plasmideo pYINU possui um unico sitio de restricdo para a enzima Tth111I,
justamente na regido codificadora da inulinase. Assim, este foi digerido com esta
enzima e purificado utilizando kit comercial. Com o vetor linearizado e as seqiéncias
contendo pontas homdlogas ao plasmideo, seguiu-se com a transformagéo de S.
cerevisiae BY4742, que foi realizada adicionando iguais propor¢des de plasmideo e
inserto a recombinar (esterase ou GOX). O método utilizado para a transformagéao
foi o de acetato de litio.

Uma vez transformadas, as células foram dispostas em meio seletivo CM-URA.
Algumas colbnias eram selecionadas e cultivadas em meio YPHSM contendo
sacarose como fonte de carbono. A presenca de atividade para esterase ou GOX
indicava a presenca da construcdo. O plasmideo contendo o cassete de expressao
com o gene da esterase termdfila foi denominado pYINEST e com o gene da GOX,
pYINGOX. Candidatos positivos eram crescidos por 24 h em meio CM-URA, dos
quais se extraiam os plasmideos. Com a suspensao de plasmideos, transformaram-
se E. coli competentes. A presenca dos plasmideos pYINEST e PYINGOX foi
confirmada pela extragdo dos plasmideos dessas bactérias e posterior digestdo com
BamHI. Os cassetes construidos foram utilizados para a construgcao de vetores de
expressao derivados de pSPGK1 e pNADFL11, utilizando procedimentos que seréao

descritos nos itens 3.7.3 e 3.7.4 a seguir.
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Figura 3.5. Esquema da estratégia de construgdo dos cassetes de expressao de esterase e GOX
sobre o controle de INU1 de K. marxianus. Os tamanhos dos fragmentos estdo fora de escala.
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3.7.3. Utilizando o vetor pNADFL11 e promotor/terminador INU1

A adicao dos cassetes de expressao derivados de INU7 ao vetor pNADFL11 foi
feita por ligamento. Os cassetes foram retirados dos plasmideos pYINEST e
PYINGOX por restricdo com BamHI. Logo apds, os fragmentos formados foram
separados por eletroforese e a banda relativa aos cassetes contendo esterase e
GOX foram purificados utilizando kit comercial para purificacdo de DNA de
eletroforese. Paralelamente, o plasmideo pNADFL11 também foi digerido com
BamHl e em seguida desfosforilado, para evitar auto-ligamento. Plasmideo
(PNADFL11) e insertos (esterase ou GOX) foram submetidos a uma reagao de
ligamento na proporgéo de 1:5. Logo apds, transformou-se bactérias competentes E.
coli DH10b e confirmou-se o sucesso de cada constru¢cdo com a digestdo dos
plasmideos com BamHl.

Logo a seguir, os plasmideos formados foram digeridos com Nael e Sacll a fim
de lineariza-los para a integracao e retirar um fragmento dispensavel na expressao
dos genes heterdlogos das leveduras. Foram transformadas as espécies K. lactis
PM5-3C e K. marxianus SLC33. A primeira foi transformada usando o método de
acetato de litio. Ja a segunda, devido ao insucesso apds trés tentativas de se obter
mutantes utilizando a técnica de transformacdo quimica, foi transformada por
eletroporagdo. As colénias mutantes foram selecionadas utilizando top-agar. As que
apresentaram maior intensidade de halo de atividade enzimatica foram selecionadas

para um teste comparativo entre os candidatos em cultivo liquido.

3.7.4. Utilizando o vetor pSPGK1 e promotor/terminador INU1

Os cassetes derivados de INU1 que contém os genes de esterase e GOX
também foram ligados ao plasmideo pSPGK1 para que fosse criado um sistema de
expressao epissomal sob controle do referido promotor. Para isso, foi aproveitado o
unico sitio de restricao BamHI que este plasmideo contém para ligar todo o cassete

de expressao.



85

O plasmideo pSPGK1 foi digerido com Bam HI, purificado utilizando kit
comercial, desfosforilado e em seguida, novamente purificado. Em paralelo, os
cassetes de expressao contidos nos plasmideos pYINEST e pYINGOX foram
sacados dos respectivos vetores por restricdo usando Bam HI e separados por
eletroforese. As bandas relativas as sequéncias de expressao foram extraidas do gel
de eletroforese e purificadas. Preparados, vetor e insertos (esterase e GOX) foram
submetidos a uma reagao de ligamento, sendo que a propor¢ao entre vetor e inserto
em cada reacdo foi de 1:10. As col6nias transformantes foram selecionadas
inicialmente utilizando-se a técnica de top-agar para determinagdo de atividade
enzimatica. Os candidatos positivos quanto a atividade de esterase ou GOX foram,
logo apds, submetidos a uma selegcdo em meio liquido para verificar o melhor

candidato que fosse capaz de expressar cada uma das duas enzimas.

3.8. Determinacgéo da atividade da esterase termofila

3.8.1. De amostras liquidas

A atividade lipolitica da esterase de Thermus thermophilus foi determinada
espectrofotometricamente seguindo a liberagdo dos produtos da hidrélise do laurato
de p-nitrofenil conforme descrito por Fucifios et al. (2005).

Para isso, é preparada uma solugdo de laurato de p-nitrofenil em etanol a
concentragdo de 50 mM. Em seguida, em um microtubo sédo dispostos 800 ul de
tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 8,0 a 65°C) com CaCl, 40 mM e 100 pl da solugéo de
substrato. Mistura-se por inversao. Incuba-se a mistura em um banho termostatizado
a 65°C a fim de estabilizar a temperatura da reacdo. Passados os dez minutos,
adiciona-se 100 pl da amostra, misturando com a ponta da pipeta rapidamente.
Incuba-se por 20 minutos.

Para-se a reacdo inativando a enzima com a adi¢ao de 250 pl de Na,CO3; 1 M,
mantido em um banho de gelo com agitacdo suave para que nao se precipite. Os
tubos sédo passados a um banho de gelo e mantidos por 15 minutos e, a seguir,
sofrem centrifugagdo por 10 minutos a 13000 x g, para eliminar o precipitado

formado. No sobrenadante, determina-se a absorbancia a 400 nm contra um branco.



86

O branco deve ser feito a partir de uma amostra de mesma cor que as amostras
estudadas. Nessas condi¢des, o coeficiente de extingdo molar (¢) do p-nitrofenolato
(produto da reagado) é de 17,215 mM™" cm™. Define-se uma unidade de atividade de
esterase termdfila (1 U) como a quantidade de enzima que libera 1 ymol de produto

p-nitrofenolato por 1 minuto de reacao.

3.8.2. Em placas de Petri (top-agar)

Este método, desenvolvido neste trabalho, consiste em detectar coldnias de
células com atividade de esterase, pela hidrélise do laurato de p-nitrofenil contido em
uma matriz de agarose. Na presenga dessa enzima, a regido da colbénia torna-se
amarelada. A intensidade da cor amarela esta relacionada com a atividade da
enzima presente.

Primeiramente, as células eram cultivadas em meio CM-URA contendo glicose
como fonte de carbono no caso dos plasmideos derivados de pSPGK1, sob controle
do promotor PGK; e sacarose, nos casos em que as construgdes eram reguladas
pelo promotor INU1. Antes de cobrir as placas-problema com agarose contendo os
elementos de determinagéo de atividade enzimatica, as mesmas eram replicadas. A
seguir era efetuado o método, que consistiu no seguinte. Adicionou-se 0,1 g de
agarose a 9 mL de tampéao Tris-HCI 50 mM com acetato de sédio 40 mM, pH 8 a
65°C. A mistura foi levada a fervura em microondas. Logo apds, resfriou-se até a
temperatura de 50°C, ponto no qual adicionou-se 1 mL de uma solug¢ao de laurato
de p-nitrofenil em etanol a 25 mM. Imediatamente, dispb-se a agarose e seus
componentes sobre uma placa de Petri contendo as colonias que seriam
selecionadas. Aguardou-se a solidificacdo do polissacarideo e a placa foi selada e
levada a um banho a 65°C por 20 minutos. Apds este tempo, as colbnias que
apresentavam coloragdo amarelada (detectada a olho nu) eram marcadas e seus

clones eram separados a partir da placa de réplica.
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3.9. Determinacgéo da atividade da glicose oxidase

3.9.1. De amostras liquidas

O método para a medicdo da atividade da enzima glicose oxidase (GOX) foi
realizado conforme descrito por Malherbe et al. (2003), baseado na transferéncia de
elétrons do H,;O, (formado a partir da oxidagdo da glicose pela GOX) para um
composto que, quando reduzido, muda de cor (di-hidrocloreto de o-dianisidina).

Em cada tubo de amostra, foram adicionados 500 pl de tampao citrato-fosfato
pH 4,5, 1 M; 100 pl de glicose 1 M; 33 ul de peroxidase de Armoracia rusticana
60U/mL; e 333 pl de di-hidrocloreto de o-dianisidina 0,31 mM. Misturou-se por
inversdo e incubou-se por 10 minutos a 37°C. Adicionou-se 10 uyl de amostra.
Incubou-se por 30 minutos a 37°C e logo apds, parou-se a reagdo em gelo,
adicionando 100 pl de H;SO4. A absorbéancia foi medida a 500 nm (Aso0) € as
unidades de glicose oxidase por mL produzidas eram determinadas em relagdo a
uma curva padréo de Asgy versus quantidade de enzima (GOX de A. niger, Sigma,
EUA). Uma unidade de atividade de glicose oxidase é a quantidade de enzima

necessaria para oxidar 1 ymol de glicose por minuto.

3.9.2. Em placas de Petri (top-agar)

Este método foi baseado no descrito por Malherbe et al. (2003) e, assim como
o método de detecgado de atividade de esterase, baseia-se no mesmo conjunto de
reacdes que ocorrem quando é determinada a atividade de GOX em meio liquido,
sendo que neste caso, ao invés de medir a absorbancia relativa a reducao do di-
hidrocloreto de o-dianisidina, a cor escura formada por essa reagao era observada
em halos que se formavam ao redor das coldnias as quais apresentavam atividade
de GOX extracelular.

As linhagens que possuiam os genes heterdlogos sob controle do promotor
PGK foram cultivadas por 48 horas em meio CM-URA contendo glicose como fonte

de carbono. Por sua vez, as células que continham construgcbes sob controle do
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promotor INU1, foram cultivadas sob as mesmas condigbes, porém contendo
sacarose como fonte de carbono. As placas eram entdo cobertas com tampéo
citrato-fosfato (tampdo de Mcllvane) 0,1 M, pH 7,0 contendo agarose 1% (p/v);
glicose 10 g/L; hidrocloreto de o-dianisidina 100 mg/L; e 15U/mL de peroxidase tipo

Il de Armoracia rusticana.

4. Resultados e Discussao

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se a construgdo de leveduras capazes de
expressar as enzimas esterase de Thermus thermophilus e glicose oxidase de
Aspergillus niger. Para isso, foi necessario primeiramente obter mutantes de K.
marxianus CBS 6556 com o gene URAS3 inativo, ja que as marcas de selegao
utilizadas em todos os plasmideos seriam o tal gene. Ao todo, foram realizadas
construcdes epissomais e integrativas com os dois genes, utilizando dois conjuntos
de promotor, sinal de secregcdao e terminador diferentes e duas espécies de

leveduras (K. marxianus e K. lactis)

4.1. Obtengédo de uma linhagem de K. marxianus auxotrofica para uracila

Como os marcadores de selecao dos sistemas de expressao construidos
funcionam por complementagdo sobre a auxotrofia em uracila, foi necessario,
primeiramente, obter linhagens K. marxianus CBS 6556 ura3. N&o foi necessario
obter uma nova linhagem K. lactis CBS 2359 deficiente na sintese de uracila, pois
ela ja se encontrava no laboratério sob a denominagéo de K. lactis PM5-3C. Para tal
tarefa, conforme descrito no item 3.6, o gene URA3 de K. marxianus CBS 6556
(1469 pb) foi amplificado, um fragmento de 162 pb da sequéncia codificadora foi
retirado, e apos o religamento, obteve-se uma sequéncia de 1307 pb com
extremidades homodlogas a URA3 (URA3A).

A transformacdo de K. marxianus CBS 6556, CBS 712 e CBS 397 com o
fragmento URA3A amplificado a partir de pURA3A foi tentada 5 vezes pelo método

de acetato de litio. Um controle sem transformar foi sempre semeado em outra placa
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5-FOA a cada transformacao.

A linhagem K. marxianus CBS 6556 apresentou em média 30 mutantes por
placa tanto de transformantes quanto de controle a cada tentativa. Foram analisadas
a ocorréncia da recombinagcdo em 12 colénias da placa de transformantes de cada
tentativa, totalizando 60 candidatos testados. Nenhum apresentou o inserto
recombinado. Todos os candidatos possuiam modificagdes pontuais no gene URAS3,
de forma que esses mutantes possuiam a capacidade de crescer em meio contendo
5-FOA e ndo apresentavam crescimento em meio CM-URA. Isso poderia sugerir
uma baixa eficiéncia na recombinagdo homdloga em K. marxianus ou também uma

baixa eficiéncia do método de transformacédo com acetato de litio.

Levando-se em consideracdo o método quimico utilizado para transformar
as leveduras, poder-se-ia questionar a sua eficiéncia neste caso. Pecota et al.
(2007) realizaram o mesmo procedimento de recombinacdo do mesmo cassete
URA3A em K. marxianus KM1 pelo método de eletroporagao e relataram que houve
grande discrepancia entre o numero de colénias formadas na placa de
transformantes e na placa controle. E de fato, confirmaram a interrupgdo do gene
URA3 em alguns candidatos testados. Além disso, posteriormente, neste trabalho,
foi verificado que as construgdes integrativas s6 transformaram eficientemente K.
marxianus SLC33 (mutante ura3 pontual) quando empregado o método de
eletroporagdo em detrimento do método de acetato de litio. Com isso, apds tantos
fatores indicando que o problema da ndao obtencdo de mutantes por interrupgao
poderia ser o método de transformacéo, a eletroporacgao utilizando o cassete URA3A
foi tentada, porém ndo se obteve sucesso. Coincidentemente, nas duas placas
(transformantes e controle) cresceram 8 colénias com o gene URA3 nao funcional,
porém nenhuma apresentou o gene substituido pelo fragmento URA3A. Néo se
descarta que o método de transformacéo influenciou na eficiéncia da transformacéo,
até pelo fato observado na integragcdo dos genes da esterase e GOX posteriormente
descritos, porém o insucesso desta técnica pode ter sido causado também pela

baixa eficiéncia de K. marxianus para efetuar recombinagdo homodloga.

Essa ineficiéncia em K. marxianus ja foi discutida por Ribeiro et al. (2007).
Neste caso, foi alcangada uma eficiéncia de rompimento do gene LAC4 de 34% por

recombinagdo homodloga utilizando um sistema Cre-loxP contendo 723 e 713 bases
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ladeando o gene da marca de selegdo. Essa eficiéncia ja € muito menor que a
relatada em K. lactis, de 88%, utilizando 600 pares de bases homologas (Kooistra et
al., 2004). Em nosso caso, o fragmento URA3A possuia 735 e 570 pares de bases
homalogas, inferior ao numero de bases homodlogas usadas por Ribeiro et al. (2007),
o que reduz a eficiéncia da recombinagdo homodloga. Além disso, n&o existe
informagao disponivel sobre a ploidia em K. marxianus. Ribeiro et al. (2007), em
seus estudos, levantaram a possibilidade de que esta espécie seja dipléide. Esse
fato dificultaria a delecdo do gene URA3. Por outro lado, Pecota et al. (2007)
relataram o sucesso da mesma técnica utilizada neste caso para a delecédo de URAS3
de K. marxianus, porém, a linhagem utilizada naquele caso (KM1) era diferente da
usada neste estudo (CBS 6556), o que pode justificar a diferenga na eficiéncia do

método.

Contudo, foram obtidos mutantes K. marxianus CBS 6556 ura3 pontuais. Um
desses mutantes foi selecionado ao acaso e crescido em bateladas sucessivas por
120 geragdes em meio nao seletivo (YPD). Nenhuma reversdo da mutagao foi
observada durante esse periodo. Com isso, esse candidato foi utilizado em todo o
estudo como K. marxianus CBS 6556 ura3 e foi denominado K. marxianus SLC33.
Em todos os controles negativos realizados posteriormente, a cada transformacgéo,

nao foi observada reversado da mutacéo.

Nos casos de K. marxianus CBS 397 e CBS 712, ndo foi obtido nenhum
mutante com o gene URAS3 inativo por nenhuma das duas técnicas: delecdo com
fragmento homologo modificado de URA3 ou selegdo em meio com 5-FOA. A falta
de transformantes, somado ao fato de que essas duas linhagens n&o foram
selecionadas como as com melhor potencial para a produgdo de proteinas
heterélogas no trabalho descrito no capitulo 2, fizeram com que os estudos de

transformacgao de K. marxianus fossem realizados apenas com a linhagem SLC33.

4.2. Construgcédo de pSPEST e pSPGOX e transformacéo das leveduras

Os vetores derivados de pSPGK1 contendo o gene da esterase termofila de
T. thermophilus (pSPEST) e glicose oxidase de A. niger (pSPGOX) foram

construidos conforme descritos na secdo 3.7 e a confirmacdo da presenca dos
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genes no vetor foi realizada por digestdo com EcoRI (no caso do pSPEST) e por
PCR utilizando os primers PSPGOXF e PSPGOXR (no caso de pSPGOX). Ambas

confirmacgdes estdo mostradas na Figura 3.6.
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Figura 3.6. Confirmagao da construgdo (a) pSPEST - pela separacao por digestdo da banda de 1 kb
(seta) do vetor de 8 kb nos candidatos 59 a 62; e (b) pSPGOX - pela amplificacdo do gene GOX
(1,8kb, mostrado pela seta) nos trés candidatos testados.

A transformagéo das leveduras K. marxianus SLC 33 e K. lactis PM5-3C
com o gene da esterase, contido no plasmideo pSPEST gerou 22 colbnias
transformantes no primeiro caso e 31 colénias no segundo. Esse dado ndo pode ser
utilizado como comparativo de eficiéncia de transformacéo, ja que a concentragao
de células utilizadas para a inser¢cdo de DNA heterdlogo, apesar de controlada pela
medida de absorbancia antes da transformacéo, ndo era rigorosamente igual, ja que
era possivel usar cultivos em que a DO, da suspensao celular variava entre 0,6 e
1,0. Essas colbnias foram selecionadas por top-agar com laurato de p-nitrofenilo (ver
em materiais e métodos, item 3.8.1). Foram selecionadas 3 colénias de cada
linhagem que apresentaram maior intensidade da cor amarela (indicadora da

atividade de esterase).

Apesar de existir a linhagem K. marxianus CBS 1553, relatada como

produtora de esterases (Monti et al., 2008), tanto a linhagem K. marxianus SLC 33
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quanto a K. lactis PM5-3C nao apresentaram atividade detectavel tanto em placas
quanto em cultivo liquido, ndo interferindo nos dados de atividade obtidos pelas

linhagens transformadas.

No caso da construcdo pSPGOX, a recombinacao foi realizada diretamente
na levedura K. lactis PM5-3C. Com isso, cresceram 12 colbénias transformadas que
foram testadas quanto a capacidade de expressao de GOX. As trés linhagens que
apresentaram maior intensidade do halo de atividade foram selecionadas para
realizacao do estudo comparativo de atividade dos candidatos em meio liquido. A
linhagem K. marxianus SLC 33 foi transformada com os plasmideos extraidos de K.
lactis PM5-3C e multiplicados em E. coli DH10b. Ao todo foram 19 colbénias das
quais, levadas ao teste com top-agar, foram selecionadas as trés que apresentavam

maior halo de atividade.

4.3. Construgéo de pINESTi e pINGOXi e transformag¢éo do hospedeiro

Conforme descrito na segédo 3.7.2, a montagem dos vetores de expressao
pINESTi e pINGOXi iniciou-se pela amplificacdo do cassete de expressao INUT de
K. marxianus CBS6556. Em seguida, esse cassete foi ligado ao plasmideo
Yeplac195, formando o vetor pYINU. A partir deste ultimo vetor digerido com Tth
1111, os genes da esterase e GOX foram recombinados para formar os plasmideos
PYINEST e pYINGOX. A correta construgao foi confirmada por atividade enzimatica
extracelular de células de S. cerevisiae BY4742 e por digestdo com BamHI,

conforme esta mostrado na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Confirmagdo por digestdo com BamHI da recombinacdo de (a) EST (b) GOX (banda
inferior em todos os candidatos) entre a seqiiéncia sinal de secre¢cdo e o terminador INU7T de K.
marxianus. As bandas de 2,6 kb (EST) e 3,4 kb (GOX) confirmam a substituicdo da CDS (seqiiéncia
codificadora) do gene da inulinase pela CDS do gene da esterase e GOX, além da confirmagao por
atividade enzimatica extracelular.

A seguir, partiu-se para o ligamento do cassete de expressao de esterase e
GOX sob controle do promotor/terminador INU1 (INEST e INGOX) ao plasmideo
integrativo pNADFL11. O ligamento foi realizado a uma proporgédo de plasmideo
defosforilado:inserto de 1:10. Apds transformadas as células de E. coli, 16
candidatos foram testados quanto a existéncia de um correto ligamento. A
comprovagao foi realizada por digestdo com a enzima BamHI, a qual liberaria o
fragmento INEST (2,6 kb) ou INGOX (3,4 kb). Os candidatos que continham o
inserto estdo mostrados na Figura 3.8a (EST) e 3.8b (GOX). Os novos plasmideos e
objetivos finais dessa sequéncia de construgbes foram denominados pINESTi e

pINGOXi, respectivamente.
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Figura 3.8. Confirmagdo por digestdo com BamHI do ligamento de (a) INEST e (b) INGOX em
pNADFL11. Os candidatos (a) 1 e 7 e (b) 45 mostram o padrao de bandas esperado: 6,8 kb para o
plasmideo e (a) 2,6 kb ou (b) 3,4 kb para o inserto.
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Inicialmente, foram realizadas tentativas de transformacédo de K. marxianus
SLC33 e K. lactis PM5-3C com pINESTi e pINGOXi utilizando o método de acetato
de litio. Entretanto, s6 foi observado o aparecimento de colbnias de K. lactis
transformadas com ambos plasmideos. Em cada caso, col6nias que exibiam
atividade de esterase extracelular ou de glicose oxidase foram selecionadas
utilizando-se top-agar. No caso de K. lactis PM5-3C transformada com pINESTiI, a
selecao resultou em apenas uma colbnia, a qual exibia atividade extracelular. Essa
unica colbnia foi selecionada como a construgdo contendo o gene da esterase de
Thermus thermophilus integrado ao DNA cromossomal de K. /actis. Ja no caso da
construgcédo contendo o gene GOX, foram observadas 22 col6nias de K. lactis PM5-
3C cultivadas no meio seletivo CM-URA. Porém, apenas uma apresentou atividade
extracelular, a qual foi detectada pelo método de top-agar. Esta linhagem foi

selecionada como a produtora de GOX partindo da construgao pINGOXi.

Contudo, permanecia o problema de ndo haver nenhum candidato de K.
marxianus SLC33 contendo os genes de esterase ou GOX integrado ao seu DNA
cromossomal, mesmo apos 3 tentativas de transformacdo com o método de acetato
de litio. Apesar de a homologia entre a regido de recombinagcdo do plasmideo e
cromossomo consistir de 1,5 kb, a integracédo nao foi observada em nenhum caso
com os dois genes. Como discutido anteriormente na integracdo do fragmento
URA34A, o tamanho da regido de homologia € um fator que influencia na
recombinacdo. Ribeiro et al, (2007) descreveram uma baixa eficiéncia de
recombinacdo homéloga em K. marxianus. Entretanto, esses autores e também
Pecota et al. (2007) obtiveram sucesso na integragao, porém utilizando como técnica

de transformacéo a eletroporacéo.

Dessa forma, foi realizada a eletroporacao para inserir os vetores contendo
esterase e GOX em K. marxianus. Assim, obtiveram-se 21 candidatos na placa de
transformagdo com o gene da esterase e 47 na placa de transformagado com o gene
GOX. Trés candidatos com halo mais intenso foram selecionados pela técnica de

top-agar.

A diferenca na eficiéncia de transformacgao de K. marxianus pelo método de
eletroporacdo em relacdo ao método de acetato de litio foi patente. A maior

quantidade de DNA transferida ao nucleo das células de K. marxianus por
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eletroporagdo aumentou a probabilidade de recombinagdo homologa.

Os candidatos que possuiam os genes integrados ao DNA cromossomal e
melhor produgdo de proteina extracelular (sele¢cdo descrita no item 4.5) tiveram a
integracdo confirmada por PCR. A Figura 3.9 mostra a amplificagdo das bandas
referentes ao gene da esterase a partir do DNA cromossomal de K. marxianus e K.
lactis utilizando os primers PINUESTF e PINUESTR.

1]
"

M Figura 3.9. Confirmagéo da integragédo dos cassetes de expressdo INEST e

INGOX no DNA cromossomal de K. marxianus SLC33 e K. lactis PM5-3C

i e por PCR. A confirmagdo da integragdo foi realizada nos candidatos que

Km2 K1 Km1 Ki1 . . ~ .

apresentaram maior nivel de expressdo de esterase e GOX em meio
YPHSM-SUC.

4.4. Construcédo de pSINEST e pSINGOX e transformagéo dos hospedeiros

Para a construcdo desses vetores de expressdo aproveitaram-se o0s
cassetes ja montados dos genes da esterase e GOX sob controle do promotor INU1
de K. marxianus CBS 6556, os quais foram inseridos no vetor epissomal pSPGK1. O

ligamento foi confirmado por digestéo utilizando a enzima Bam HI (Figura 3.10).

A transformagédo com pSINEST resultou em 46 colénias na placa contendo
células de K. marxianus e em 35 colbnias na placa contendo K. /actis. Ja a
transformagcao com pSINGOX resultou em 54 transformantes de K. marxianus e 21
transformantes de K. lactis. Em ambos os casos foram selecionadas trés colbnias
pela técnica de top-agar. Porém, no caso da selegdo de candidatos expressando
esterase, cabe ressaltar que praticamente ndo se observava cor amarela referente a
atividade enzimatica, mas ainda assim foram selecionados os trés candidatos que

mais se destacavam frente aos outros.
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Figura 3.10. (a) Confirmagédo por digestdo com BamHI do ligamento de INEST em pSPGK1. O
candidato 2 (flecha) mostrou o padrdo de bandas esperado: 8 kb para o plasmideo e 2,6 kb para o
inserto, resultando no plasmideo pSINEST. (b) Confirmagdo por digestdo com BamHI do ligamento
de INGOX em pSPGK1. O candidato 1 (flecha) mostrou o padrdo de bandas esperado: 8 kb para o
plasmideo e 3,4 kb para o inserto, resultando no plasmideo pSINGOX.

4.5. Selegcédo dos candidatos transformados

4.5.1. Com o gene da esterase termofila

Apos obter as diversas construcdes e células de K. marxianus e K. lactis
expressando o0 gene da esterase de T. thermophilus, essas foram selecionadas em
relagédo a capacidade de expressao extracelular em meio liquido. Como relatado ao
longo do texto, a partir de cada construgao, foram selecionados trés candidatos de
cada espécie em relacdo ao halo de atividade formado, resultando em um selecéo
inicial. Posteriormente, cada candidato foi crescido em meio YPHSM-SUC por 36
horas (tempo que corresponde a um ponto de maxima atividade, determinado por
estudo cinético anterior) e a atividade de esterase foi medida no sobrenadante do
cultivo. As atividades medidas para cada construcéo e linhagem de levedura estao

listadas na Tabela 3.3.

O objetivo principal desta selecdo foi o de escolher o candidato que
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expressasse a enzima heterdloga em niveis mais altos, a fim de ser utilizado nos
estudos de expressao posteriores. Com isso, conclui-se que, com os dados de
atividade especificas mostrados na Tabela 3.3, os candidatos que estdo em negrito
sdo os que melhor expressaram e excretaram esterase no meio, €, com isso, foram
os utilizados para o estudo comparativo de expressdo de cada construcdo e de
caracterizagao bioquimica da enzima heteréloga. Um dado que se destaca € a alta
producao do candidato Km1 contendo pSPEST frente aos outros dois contendo o
mesmo plasmideo, diferenca esta que pode ser explicada por um eventual maior
numero de copias do plasmideo de expressédo na linhagem Km1, em relagdo aos

outros.

Tabela 3.3. Selecdo dos candidatos transformados contendo as diferentes construgcdes para
expressao de esterase de Thermus thermophilus. Km: Kluyveromyces marxianus SLC33; KI:
Kluyveromyces lactis PM5-3C.

Construgao Candidato DO, Atividade Atividade Esp.*

Km 1 30,6 485 U/L 23,8 UIgMS

Km 2 26,2 19 U/L 1,1 U/gMS

Km 3 27,2 43 UL 2,4 UIgMS

PSPEST KI 1 25,8 282 UIL 13,1 U/gMS
KI 2 21,9 212 UL 11,6 U/gMS

Kl 3 27,0 307 U/L 13,6 U/gMS

Km 1 25,6 4 UIL 0,2 U/igMS

. Km 2 26,2 14 U/L 0,8 U/gMS
PINESTI Km 3 28,5 7 UL 0,4 U/gMS
Kl 1 28,1 29 U/L 1,3 U/gMS

Km 1 25,5 7 UIL 0,4 U/igMS

Km 2 27,1 9 UL 0,5 U/gMS

Km 3 26,7 14 U/L 0,8 U/gMS

PSINEST Kl 1 253 40 UIL 1,9 U/gMS
Kl 2 26,5 190 U/L 8,6 U/gMS

KI 3 26,2 68 U/L 3,1 U/igMS

* A atividade especifica foi calculada como sendo o quociente entre a atividade no sobrenadante e
uma concentragao celular estimada a partir de dados prévios de relagdo DO,, € massa seca (MS).
Para K. marxianus DO,/MS = 1,5. Para K. lactis, DO,/MS = 1,2 (determinado a partir de dados
experimentais).

Dominguez et al. (2007) atestam uma produgcdo homodloga de esterase
extracelular por T. thermophilus HB27 de 34 U/L em cultivo em batelada a 70°C. A
esta temperatura, a concentragédo celular alcangou o valor de 1 g/L, exibindo uma
atividade especifica de 34 U/g MS. No presente trabalho, em cultivos realizados para
expressar alta quantidade de enzima e para caracteriza-la bioquimicamente, os
valores de produgdo em levedura ultrapassaram a produgdo homoéloga por T.

thermophilus, como apresentado no Capitulo 5.
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4.5.2. Com o gene da glicose oxidase

Apos obter as diversas construcdes e células de K. marxianus e K. lactis
expressando o gene da GOX de A. niger, essas foram selecionadas em relagéo a
capacidade de expressao extracelular em meio liquido. As atividades enzimaticas
extracelulares, medidas apds 36 horas de cultivo em meio YPHSM-SUC para cada
construcéo e linhagem de levedura estao listadas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Selegcdo dos candidatos transformados contendo as diferentes construgbes para

expressdo de GOX de A. niger. Km: Kluyveromyces marxianus SLC33; Kl: Kluyveromyces lactis PM5-
3C.

Construgao Candidato DO, Atividade Atividade Esp.*

Km 1 26,5 75 UIL 4,3 UIgMS

Km 2 24,3 0 UL 0 UigMS

Km 3 27,5 0 U/L 0 UigMS
PSPGOX Kl 1 26,8 210 U/L 9,4 U/IgMS
KI 2 25,8 150 U/L 7,0 U/igMS

KI 3 26,2 170 U/L 7,6 U/gMS
Km 1 28,3 38 UIL 2,0 U/IgMS

. Km 2 29,5 0 U/L 0 UigMS
PINGOXi Km 3 28,7 14 U/L 0,7 U/gMS
K 1 26,5 150 U/L 6,8 U/gMS
Km 1 24,1 71 UIL 4,2 UIgMS

Km 2 26,0 48 U/L 2,8 U/IgMS

Km 3 30,8 14 U/L 0,7 U/igMS

PSINGOX KI 1 25,9 21 U/L 1,0 U/gMS
KI 2 26,5 18 U/L 0,8 U/gMS
Kl 3 23,5 33 U/L 1,7 UigMS

* A atividade especifica foi calculada como sendo o quociente entre a atividade no sobrenadante e
uma concentragao celular estimada a partir de dados prévios de relagdo DO,, € massa seca (MS).
Para K. marxianus DO,,/MS = 1,5. Para K. lactis, DO../MS = 1,2.

As linhagens que expressaram e excretaram maior quantidade de glicose
oxidase foram destacadas em negrito na Tabela 3.4. No entanto, as atividades
enzimaticas determinadas ficaram muito abaixo de niveis ja publicados para outros
sistemas de expressdo. Malherbe et al. (2003) construiram um sistema integrativo
de expressdo de GOX em S. cerevisiae em que 0 gene era expresso sob controle do
promotor PGK e possuia o sinal de secrecdo MFa, ambos de S. cerevisiae. Com
esse sistema, foi obtida apenas uma copia do gene inserido no DNA cromossomal
da levedura. Assim mesmo, niveis de producédo de 100 U/mL ou 50 U/mgMS foram
obtidos. Park et al. (2000), também em S. cerevisiae, obtiveram valores de atividade
que variavam entre 34 e 460 U/mL, variando o promotor utilizado entre os dos genes
GAL1, GAL7, GAL10 e ADH2 do mesmo organismo.
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Os dados de Park et al. (2000) diferem em ordem de grandeza dos valores
obtidos neste trabalho. Alguns problemas podem ter ocorrido nesta selegdo. As
condigbes de cultivo podem nao ter sido apropriadas para a expressao do gene
heterélogo, como a forga ibnica ou o proprio meio utilizado. O que foi feito para
aumentar os niveis de producgao (técnica descrita nos Capitulos 4 e 5) foi utilizar a
estratégia descrita por Bergkamp et al. (1993), que consistia em crescer as
leveduras em um meio seletivo e depois passa-las a um meio complexo nao
seletivo. Dessa forma, o meio de produgdo era inoculado apenas por células
transformadas.

Apenas para a comparagao visual da expressao de GOX nos candidatos
selecionados, foram dispostos em uma placa CM-URA contendo sacarose a 2%
como unica fonte de carbono todos os candidatos testados por cultivo em meio
liquido (Figura 3.11). Verificou-se na placa uma maior expressédo de GOX com K.
lactis contendo pSPGOX. A construgédo integrativa, na placa de Petri, mostrou maior
atividade em K. marxianus em relacao a K. lactis, contrariando os dados obtidos em
meio liquido. Bem como a construgdo pSINGOX que em K. marxianus mostrou
atividade nula em placa. Ja em K. lactis, apresentou um halo de atividade de pouca
intensidade, contrariando também os dados obtidos em meio liquido. Esses dados

vém a corroborar a influéncia do meio de cultivo na expressao heterdloga de GOX.

pS PINGOX

-5 1IN GOXi

Figura 3.11. Comparativo da expressdo de GOX em placa CM-URA (contendo sacarose a 2% como
unica fonte de carbono). Os candidatos de K. marxianus (Km) estdo denominados em tinta azul e os
de K. lactis (KI), em tinta vermelha. Da esquerda para a direita estdo dispostos os candidatos de 1 a 3
de cada construgdo. O tempo de incubagédo da placa a 37°C, neste caso foi de 6 horas.
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5. Conclusoes

Nesta parte do trabalho, foi obtida uma linhagem derivada de K. marxianus
CBS 6556 mutante, deficiente na sintese de uracila, por selegdo em placas contendo
5-FOA. A tentativa de delecdo do gene URAS3, o qual codifica para a sintese de uma
enzima essencial presente na via de biossintese dessa base nitrogenada, nao foi
efetuada com sucesso. Indica-se como causa principal do insucesso a ineficiéncia
da recombinagdo homodloga em K. marxianus, ja descrita na literatura e,
eventualmente, a ploidia ou existéncia de mais de um alelo.

Além disso, foram construidos sistemas heterdlogos para expressao de uma
esterase de Thermus thermophilus e da glicose oxidase de Aspergillus niger,

conforme resumido na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Resumo das constru¢des realizadas nesta etapa do trabalho.

Organismo Vetor Promotor SSinaI d~e Terminador Gene
ecregao

K. marxianus pSPGK1 PGK k1 PGK EST

pSPGK1 PGK k1 PGK GOX

pSPGK1 INU1 INU1 INU1 EST

pSPGK1 INU1 INU1 INU1 GOX

pNADFL11 INU1 INU1 INU1 EST

pNADFL11 INU1 INU1 INU1 GOX

K. lactis pSPGK1 PGK k1 PGK EST

pSPGK1 PGK k1 PGK GOX

pSPGK1 INU1 INU1 INU1 EST

pSPGK1 INU1 INU1 INU1 GOX

pNADFL11 INU1 INU1 INU1 EST

pNADFL11 INU1 INU1 INU1 GOX
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1. Resumo

Apesar das propriedades fisiologicas vantajosas para aplicagbes em
bioprocessos, o uso da levedura Kluyveromyces marxianus como hospedeira na
producdo de proteinas heterélogas vem sendo muito limitado, em contraste a sua
congénere K. lactis. No presente trabalho, a proteina modelo glicose oxidase (GOX)
de Aspergillus niger foi clonada nas linhagens K. marxianus CBS 6556 e K. lactis
CBS 2359, utilizando trés diferentes sistemas de expressao. O objetivo deste estudo
foi verificar como cada sistema de expressao influencia na expressdo da proteina,
secrecgao, localizacdo, modificacbes pos-traducionais e propriedades bioquimicas.
Os resultados obtidos mostram que os niveis mais altos de expressdo (1552
unidades de atividade de enzima secretada por grama de biomassa seca) foram
alcangados utilizando-se um sistema epissomal, no qual o promotor e terminador
INU1 foram utilizados para conduzir a expressao heteréloga do gene. Em todos os
casos, a GOX foi preferencialmente secretada, sendo encontrada tanto no espaco
periplasmico quanto no sobrenadante. Considerando que o uso de elementos
genéticos de S. cerevisiae para promover a expressao heterdloga resultou em mais
altos niveis de expressdo em K. lactis que em K. marxianus, a utilizacdo de

elementos genéticos de INUT nitidamente levou ao resultado oposto. A
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caracterizagcao bioquimica de GOX confirmou a correta expressao da proteina e
mostrou que K. marxianus tem a tendéncia de hiperglicosilar a proteina heterdloga
de maneira similar ao observado em outras leveduras, embora essa tendéncia
pareca ser menor que em K. lactis. A hiperglicosilagdo de GOX nao afeta sua
afinidade ao substrato, tampouco sua atividade, de maneira significativa. Os
resultados obtidos indicam que K. marxianus €, de fato, um bom hospedeiro para a
expressdo de proteinas heterélogas, ndo somente pelas suas propriedades
fisiolégicas, como também pelo fato de essa espécie ser capaz de secretar e editar

esses peptideos de maneira eficiente.

2. Introducgao

Kluyveromyces marxianus € uma especie geneticamente proxima a K. lactis,
uma levedura Crabtree-negativa modelo, a qual ja fora investigada intensivamente
pela comunidade cientifica (Bellaver et al., 2004; Kiers et al., 1998; van Ooyen et al.,
2006). Em contrapartida, K. marxianus ainda n&o foi alvo de muita investigagao.
Para esta espécie, ndo ha genoma sequenciado, sistema de clonagem comercial,
tampouco uma linhagem referéncia utilizada em pesquisas basicas (Fonseca et al.,
2008). Nao obstante, vem sendo constantemente apontada como candidata a
aplicagdes biotecnoldgicas, devido as suas propriedades fisiolégicas, como termo-
tolerancia, capacidade de catabolizar mais substratos que S. cerevisiae, um
metabolismo fortemente Crabtree-negativo (Bellaver et al., 2004; Fonseca et al.,
2007), o qual resulta em altas conversdes de substrato em biomassa e pequena
formacao de metabdlitos indesejados. Além disso, foi considerada como o eucarioto

de mais rapido crescimento do planeta (Groeneveld et al., 2009).

A auséncia de uma comunidade de pesquisa organizada em relagado a espécie
K. marxianus causa dificuldade em se extrair informagdes objetivas sobre aspectos
basicos dessa linhagem. Varias linhagens diferentes foram descritas na literatura,
muitas delas nao disponiveis em colegcbes de culturas internacionais. Em
contrapartida, existe um amplo campo de exploragao dessa espécie para aplicacdes
industriais. Dentre elas, a produgdo de proteinas heterdlogas é especialmente

atrativa, tendo em vista as propriedades fisioldgicas chave indicadas acima. Outras
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leveduras ja foram mais extensivamente estudadas para esse proposito. Além da S.
cerevisiae, 0s hospedeiros mais comuns para a expressao de proteinas heterdlogas
sdo a Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica e também K. lactis
(van Ooyen et al., 2006; Daly e Hearn, 2005; Cox et al., 2000; Madzak et al., 2005;
Muller et al., 2005; Porro et al., 1998). Para muitas dessas espécies, a pesquisa esta
relativamente avancada, com trabalhos atuais focando em aspectos como a
humanizagcdo das vias secretorias, também referida como glico-engenharia,
essencial para a producdo de proteinas terapéuticas (Wildt e Gerngross, 2005;
Hamilton e Gerngross, 2007) e para a procura de fendtipos super-secretores
(Raimondi et al., 2008).

A expressao de genes heterélogos em K. marxianus foi reportada em alguns
poucos artigos. Apos o trabalho pioneiro de Bergkamp et al. (1993), os quais
expressaram a enzima alfa-galactosidase da planta Cyamopsis tetragonoloba a
concentragédo de 153 mg/L com 99% de eficiéncia de secrecdo (incluindo ambas
fragbes periplasmica e extracelular), levou um certo tempo antes que Ball et al.
(1999) reportassem a expressao de B-glucosidase intracelular a 10 U/mg de proteina
total do extrato (dado obtido a partir de um grafico). Apos, Almeida et al. (2003)
expressaram o gene que codifica para a enzima giceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de uma linhagem floculenta de K. marxianus em outra linhagem da
mesma espécie que nao flocula, provocando a floculagéo desta. Pecota et al. (2005)
reportaram a producgao intracelular de p-glucuronidase heteréloga em K. marxianus.
Na mesma época, Cai et al. (2005) publicaram a expressao extracelular de interferon
a-2a a 60 mg/L numa linhagem de K. cicerisporus (sinbnima de K. marxianus). Em
seguida, Pecota et al. (2007) expressaram lactato desidrogenase de Bacillus
megaterium em K. marxianus utilizando a primeira construgao integrativa reportada
para esta espécie. Hong et al. (2007), por sua vez, expressaram simultaneamente as
seguinte enzimas termoestaveis: endo-p-1,4-glucanase, celobioidrolase e f-
glucosidase, construindo uma linhagem capaz de crescer utilizando celobiose ou
carboximetilcelulose como unicas fontes de carbono. Mais recentemente, Nonklang
et al. (2008) publicaram a expressédo de a-amilase de Aspergillus oryzae em K.

marxianus.

Em relacédo a capacidade de K. marxianus de glicosilar proteinas, existe muito
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pouca informagao disponivel. Siekstele et al. (1999) expressaram o gene da
endopoligalacturonase (EPG1) de K. marxianus em uma linhagem que possuia o
mesmo gene inativo. Em contraste a linhagem que expressava o gene EPG1 nativo,
a expressao heterdloga levou a formagao de uma proteina de peso molecular mais
alto, além de uma similar a nativa, sugerindo que a primeira forma estivesse mais
glicosilada que a ultima. Schwan et al. (1997) estudaram a secregdo de
poligalacturonases nativas em K. marxianus. Pelo menos quatro isoenzimas foram
identificadas a partir do peso molecular, o que pode ser devido a diferentes padrdes
de glicosilagdo da mesma enzima, segundo os autores. Rouwenhorst et al. (1990)
verificaram a dispersédo das bandas de inulinase de K. marxianus CBS 6556 em géis
de eletroforese, tanto de enzimas presentes no sobrenadante quanto no periplasma.
Essa observacéo foi atribuida a heterogeneidade do tamanho da cadeia de agucares

ligados ao peptideo da inulinase.

Neste estudo, a enzima glicose oxidase (EC 1.1.3.4), a qual catalisa a oxidagao
de glicose para gluconolactona e a subsequente redugao de oxigénio para perdxido
de hidrogénio, foi utilizada como proteina-modelo para expressdo heterdloga em
Kluyveromyces marxianus. Essa enzima possui um grupamento FAD ligado em cada
mondémero com forte interagdo, porém nao covalente. Além disso, € um dimero com
massa molecular que varia entre 130-320, dependendo dos tamanhos das cadeias
de agucares nas glicosilagbes. A enzima nativa € dlicosilada, sendo que a
porcentagem de carboidrato em massa é de 16-25% (Kohen et al., 1993). A enzima
expressada em S. cerevisiae gerou um produto altamente glicosilado, com massa de
carboidrato relativa ao peso total da proteina de 60% (Frederick et al., 1990). Com o
objetivo de avaliar o potencial de K. marxianus como hospedeira na sintese de
proteinas heterdlogas, ndo somente em termos de produtividade, mas também em
termos de glicosilagdo, localizagdo e propriedades bioquimicas do produto, foi
clonado o gene da GOX de Aspergillus niger BT18 em K. marxianus CBS 6556 e em
K. lactis CBS 2359, utilizando-se constru¢cdes epissomais e integrativas. Esta
proteina oferece um grande potencial de comparagdo com outros sistemas de
expressao. Até onde se conhece, este é o primeiro trabalho que relata um estudo de
producao heterdloga de proteinas em K. marxianus em que o padrao de glicosilagéo,
localizagdo, estabilidade e propriedades cinéticas foram investigadas. Trés

diferentes sistemas de expressdao foram usados para a expressdo de GOX,
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paralelamente em K. marxianus e em K. lactis, 0 que permite realizar uma

comparacgao direta entre os dois organismos.

3. Materiais e métodos

3.1. Linhagens e meios de cultivo

Escherichia coli DH10b (Invitrogen, EUA) foi utilizada para a construgdo e
propagacao dos plasmideos. Kluyveromyces marxianus CBS 6556 foi adquirida do
Centraal Bureau voor Schimmelcultures (Ultrecht, Holanda). Kluyveromyces lactis
PM5-3C (MATa uraA Rag®) foi gentilmente cedida pela Dra. Micheline Wesolowski-
Louvel (Lyon, Franca). Saccharomyces cerevisiae BY4742 (MATa his3D1 leuDO
lys2D0 ura3D0) (Brachmann et al., 1998) foi fornecida pelo Euroscarf (Frankfurt,
Alemanha). A linhagem K. marxianus SLC33 é um mutante ura3 de K. marxianus
CBS 6556, construida neste trabalho por selecdo em agar contendo 5-FOA (a

estabilidade do fenoétipo ura- foi comprovada por 120 geragdes).

A linhagem de E. coli foi cultivada em meio LB (1% triptona, 0,5% extrato de
levedura, 0,5% NaCl, 0,1% glicose), em meio liquido ou sdélido (2% bacto-agar) a 37
°C. Para selecao de transformantes, ampicilina foi adicionada a concentracéo final
de 40 mg/L. Para a selegédo das leveduras que apresentam expressao de URAS, foi
utilizado o meio CM (Zitomer et al., 1976) sem uracila (CM-URA). As placas
contendo 5-FOA para a selegdo de mutantes ura3 foram feitas segundo descrito por
Boeke et al., 1984). O primeiro screening das leveduras que expressavam GOX foi
feito em meio YPHSM-SUC (8% peptona, 1% extrato de levedura, 3% glicerol, 1%
sacarose). Para os estudos de expressédo de GOX, as linhagens foram cultivadas em
meio definido (MD) descrito por Verduyn et al. (1992) e em seguida em meio YPS

(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% sacarose).



107

3.2. Isolamento e manipulacdo de acidos nucléicos

DNA plasmidial de E. coli foi obtido utilizando o kit Spin Clean Plasmid Miniprep
(Mbiotech, Coréia do Sul). O DNA plasmidial das células de levedura foi extraido
utilizando-se o mesmo kit comercial da extracdo em bactérias, com a diferenca dos
seguintes passos: antes da miniprep normal, 10 mL de um cultivo de 24 h em meio
CM foram centrifugados. O pellet foi ressuspendido em 250 uL de tampé&o de
ressuspensao e 250 uL de tampao de lise (fornecidos com o kit) e aproximadamente
250 uL de pérolas de vidro (425-600 um, Sigma, EUA). A mistura foi agitada em
vortex vigorosamente por 2 minutos e mantida em gelo por mais 5 minutos. Logo
apos, o protocolo de miniprep foi seguido. A suspensao final de DNA foi utilizada
diretamente para transformagcdo de E. coli para propagagdo do plasmideo. A
transformacao das leveduras por acetato de litio foi realizada conforme descrito por
Ito et al. (1983). J& o método de transformagéo por eletroporagao foi adaptado do
protocolo descrito por Kooistra et al. (2004), como descrito a seguir. 10 mL de uma
cultura de leveduras no inicio da fase exponencial foram centrifugados (4000 x g, 5
minutos) e lavados com 1 mL de &agua ultrapura. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de tampao de pré-tratamento (meio YPD contendo 200
mM DTT e 300 mM HEPES) e incubadas a 30 °C por 30 minutos. Entdo, as células
foram centrifugadas (4000 x g, 5 minutos) e ressuspendidas em 1 mL de tampéao de
eletroporagéo (10 mM Tris-HCI pH 7,5, sacarose 270 mM, acetato de litio 1 mM). O

choque elétrico foi realizado segundo os seguintes parametros: 25 uF, 550 V, 600 Q.

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 uL que
continham 20 ng do DNA molde, 30 pmol de cada primer (Tabela 4.1), 1,75 nmol de
cada dNTP, KCI 50 mM, MgCl; 2,5 mM, 0,25 U de Taq DNA polimerase (Roche
Diagnostics, Alemanha). A mistura foi tamponada em tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH
8,3. Apds, as reagdes foram executadas em 30 ciclos: desnaturagao (94 °C por 30
segundos), anelamento (50 °C para o gene da GOX e 53 °C para o cassete INU1
por 60 segundos) e extensdo a 72 °C por 2,5 minutos (GOX) e 3 minutos (INUT).
Todas as outras manipulagdes foram executadas conforme descrito por Sambrook et
al. (2001).
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Tabela 4.1. Lista dos primers utilizados nas construgdes de DNA.

Primer Seqiiéncia Detalhes

5 -TTTTTGCTGTCATTCGTTCAAGG

PSPGOXF TAAAAGAAGCAATGGCATTGAAGCC Amplificar o gene GOX do plasmideo
5 - CACCACCACCAGTAGAGACATG pBT86. Possui uma cauda para
PSPGOXR GGAGATCGTCACTGCATGGAAGCATA recombinagdo em pSPGK1 (sublinhado)
PINU1Fb 5’- GGATCCGAATTCTCAAACCGAA Amplificar o cassete INU1 (promotor +
ATGGG sinal de secregdo + CDS + terminador)
; de K. marxianus CBS6556. A regido
PINU1Rb 5'- GGATCCACGCCAGACGTCTTGTGT sublinhada se refere a um sitio de
CCG - s
restricdo BamHI adicionado.
PINUGOXF 5'-GTCAGTGCTTCAGTTATCAATTAC Amplificar o gene da GOX de A. niger.
AAGAGA AGCAATGGCATTGAAGCC Possui cauda de recombinacgéao
. (sublinhada) para a seqiiéncia sinal de
PINUGOXR 5- TTTTGTCGTTAGTAAAGTAAGCAG secregédo (PINUGOXF) e terminador

ATCAGA TCACTGCATGGAAGCATA (PINUGOXR) do gene INU1

3.3. Construgédo dos plasmideos e transformacéao das leveduras

O vetor epissomal pSPGOX (Figura 4.1A) foi construido como descrito a
seguir. O gene GOX de A. niger BT18 foi amplificado por PCR do plasmideo pBT86
(cedido pelo Dr. Oscar Banuelos, Puleva Biotech Inc., Espanha) utilizando os
primers PRPGOXF e PSPGOXR (Tabela 4.1). O fragmento de 1,8 kb amplificado foi
clonado no plasmideo replicativo pSPGK1 (Fleer et al., 1991). Esse plasmideo
possui a origem de replicagdo S11 de K. lactis, apresentado habilidade de se replicar
tanto em células de K. lactis quanto de K. marxianus. A inser¢ao da CDS de GOX foi
realizada por recombinagcédo homologa do produto de PCR com pSPGK1 linearizado
com EcoRI. Quantidades iguais de plasmideo e inserto (500 ng) foram utilizados
para transformar K. lactis PM5-3C pelo método de acetato de litio. Os
transformantes apresentaram capacidade de crescimento no meio seletivo CM-URA.
A confirmacado da recombinacgao foi feita por PCR, amplificando a CDS de GOX a
partir dos plasmideos com os primers PSPGOXF e PSPGOXR e também pela
expressao extracelular de GOX em top-agar, conforme descrito por Malherbe et al.
(2003). Finalmente, os plasmideos foram extraidos de K. lactis e utilizados para

transformar K. marxianus SLC33 pelo método de acetato de litio.

As construcbes que utilizaram o cassete INU71 para a expressdao de GOX
iniciaram com a amplificagcdo do cassete INUT a partir do DNA cromossomal de K.
marxianus CBS 6556 utilizando os primers PINU1Fb e PINU1Rb (Tabela 4.1).

Ambos os primers possuiam em suas extremidades 5' um sitio de restricdo BamHlI.
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Apos a amplificacédo, o cassete INUT foi ligado no vetor pMBL1-T (Mbiotech, Coréia
do Sul) para propagagéo. Entdo o inserto foi retirado por digestdo com BamHI e o
cassete clonado no vetor Yeplac 195. A construcao resultante foi linearizada com
Tth1111. Em paralelo, a CDS da GOX foi amplificada a partir do plasmideo pBT86
utilizando os primers PINUGOXF e PINUGOXR (Tabela 4.1). Esses dois primers
eram capazes de adicionar extremidades ao gene amplificado, as quais eram
homodlogas ao sinal de secregdo e terminador INU7. O fragmento resultante foi
clonado no vetor pMBL1-T para propagacéo. Para a inser¢do da CDS de GOX em
INU1, o vetor Yeplac195 contendo INU17 linearizado e o fragmento amplificado de
GOX foram fundidos por recombinagcdo homédloga em S. cerevisiae BY4727,
transformada com igual propor¢ao de plasmideo e inserto (500 ng) pelo método de
acetato de litio. A construgdo foi extraida de células de S. cerevisiae e digeridas com
BamHI, o que fez com que o cassete de expressdo de GOX fosse liberado. Apds
propagacéo do cassete de 3,4 kb em pMBL1-T, esse fragmento foi clonado nos
plasmideos de expressdo pSPGK1 e pNADFL11 no sitio BamHI, resultando nas
construcbes epissomal e integrativa mostradas nas Figuras 4.1B e 4.1C,
respectivamente. Mais detalhes sobre todas estas construcbes genéticas

encontram-se no capitulo 3 desta tese.

Os vetores de expressao foram usados para transformar K. marxianus SLC 33
e K. lactis PM5-3C pelo método de acetato de litio, com excec¢do da construcao
integrativa em K. marxianus. Neste caso, a levedura foi transformada por
eletroporagdo, ja que o método quimico ndo foi eficiente. As constru¢cdes estao

detalhadas na Tabela 4.2 e na Figura 4.1.

Apods a transformacgao das leveduras com cada construcdo, os transformantes
que apresentaram maior atividade de GOX extracelular foram selecionados por top-
agar. As colbnias que apresentaram maiores atividades eram circundadas por um
halo marrom maior. Trés transformantes de cada construgdo que apresentaram
maior atividade foram selecionados. Na sequéncia, os candidatos escolhidos foram
crescidos em meio liquido YPHSM-SUC por 36 h e a atividade de GOX foi
determinada. Os candidatos de cada construcdo que apresentaram maior atividade

foram selecionados para os estudos posteriores.
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Tabela 4.2. Lista das seis construgcdes obtidas neste trabalho e seus detalhes.

Construcgao h(I)Ess::;;?ra p"llaosn:nei::o Tipo Promotor ss;(r:]raalgdéi Terminador
Km1 K. marxianus ~ pSPGOX  Epissomal Sc PGK Kl k1 Sc PGK
Km2 K. marxianus pSPINGOX Epissomal  Km INU1 Km INU1 Km INU1
Km3 K. marxianus  pINGOXi Integrativo = Km INU1 Km INU1 Km INU1
K1 K. lactis pSPGOX  Epissomal Sc PGK Kl k1 Sc PGK
KI2 K. lactis pSPINGOX Epissomal  Km INU1 Km INU1 Km INU1
KI3 K. lactis pINGOXi Integrativo ~ Km INU1 Km INU1 Km INU1

Bam Hi Nael. 11 () origin EcoRl
oKt \J I

S77 \“\)"\"\ — i &
v ,_\ 2
< A/ N p
NV [N
\

pSPGOX (9956 bp)

PSPINGOX (11591 bp)

2 pINGOXi (10198 bp)

sal | URA3 (A) o (B) h R (C)

Figura 4.1. Sistemas de expressdo desenvolvidos neste trabalho. (A) pSPGOX promove expressao
epissomal de GOX sob controle do promotor ScPGK; (B) pSPINGOX é um vetor epissomal que
permite a expressdo de GOX sob controle do promotor KmINU7; (C) pINGOXi é um plasmideo
integrativo que confere a célula capacidade de expressar GOX sob controle do promotor KmINU1. (A)
e (B) derivam do vetor pSPGK1 (Fleer et al., 1991) e (C) do pNADFL11 (Pecota et al., 2007).
Legenda: p, promotor; t, terminador; SS, sinal de secregao.

3.4. Analise da produgédo de GOX em cultivos submersos

As condigdes descritas por Bergkamp et al. (1993), as quais resultaram em
uma producao extracelular eficiente da enzima alfa-galactosidase em K. marxianus,
foram adotadas com pequenas modificagdes. Os transformantes foram crescidos em
frascos chicanados de 500 mL contendo 100 mL de meio, agitados a 300 rpm e
incubados a 30 °C. Primeiramente, as células foram cultivadas por 24 h em MD
(utilizando 2% de glicose como fonte de carbono). Depois, as células foram diluidas

na proporgao de 1:10 em meio YPS e cultivadas por outras 48 h. Todos os cultivos
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foram realizados em duplicata. Na sequéncia, a enzima heteréloga presente no
sobrenadante, a enzima retida no espaco periplasmico e a fragao intracelular da
enzima foram separadas de acordo com o método descrito por Rouwenhorst et al.
(1988). A liberacao da fragdo periplasmica foi induzida pela suspensao das células
em 10 mL do tampéo de liberagdo (tampéao fosfato 50 mM, pH 7, 2-mercaptoetanol
10 mM, ditiotreitol 10 mM e MgCly). A fracdo intracelular foi liberada incubando as
células, das quais ja tinha sido extraida a fragcao periplasmica, em tampéao fosfato
100 mM pH7, contendo 2 mM de MgCl,, DTT 2%, e 5% de coquetel de inibidores de
protease (Produto no. P8215, Sigma, USA). Pérolas de vidro (425-600um) foram
adicionadas e o rompimento total das células foi realizado agitando a mistura em
vortex por 5 periodos de 1 minuto, sendo que entre cada dois periodos, a amostra
era incubada em gelo por 1 minuto. Os debris celulares foram separados por
centrifugacédo e o sobrenadante foi utilizado como contendo a fragdo intracelular da

proteina heterdloga.

A atividade de GOX foi determinada espectrofotometricamente nessas trés
fracdes, relativas a uma curva padrao de absorbancia versus atividade de enzima,
pelo método da redugédo da o-dianisidina (Malherbe et al., 2003). O conteudo de
proteina em todas as fragdes foi medido pelo método de Bradford (produto B6916,
Sigma, EUA), utilizando albumina bovina como padrédo, de acordo com as instrugdes
do fabricante. A biomassa seca de cada amostra de 5 mL foi determinada para cada
frasco de cultivo, utilizando-se filtracdo da suspenséao celular em membranas de 0,45
um e posterior secagem em forno de microondas (180 W, 15 min) (Olsson e Nielsen,
1997).

3.5. Analise de glicosilagdo da GOX

A glicose oxidase expressada pelas seis diferentes construgdes de K.
marxianus e K. lactis (Tabela 4.2) foi analisada em relagdo ao grau de glicosilagao
nas fracbes do sobrenadante e periplasmica. Para tal, o sobrenadante e a fracao
periplasmica foram concentrados em ultrafiltros de corte 10 kDa (Millipore, EUA).

Para desglicosilar GOX, 15 ug da proteina foram desnaturados por incubacéo por 5
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minutos a 100 °C em 10 uL de reagédo que continha SDS a 0,5% e 2-mercaptoetanol
a 40 mM. Apés o resfriamento, foram adicionados Tergitol NP-40, tampao fosfato pH
7,5 e PNGase F (New England Biolabs, EUA) as respectivas concentragbes de 1%,
50 mM e 5 U/uL, em um volume final de reagao de 20 ulL. A mistura foi incubada por
1 hora a 37 °C. Os padrdes de migragao das formas glicosilada e desglicosilada da
GOX foram comparados em géis de SDS-PAGE a 10%, corados com coomassie

blue, conforme descrito por Laemmli et al. (1970).

3.6. Caracterizacao bioquimica da GOX

A enzima sintetizada pelos transformantes de cada espécie, tanto K. lactis
quanto K. marxianus, que exibiram maior atividade enzimatica por massa de células
nas fragcbes sobrenadante e periplasmica, foram sujeitas a caracterizagéao
bioquimica, na qual o pH de atividade 6tima e a estabilidade a diferentes pHs e
temperaturas foram estudados. A atividade de GOX foi determinada nos seguintes
valores de pH: 3, 4, 5 (tampao acetato 50 mM), 6, 7, 8 (tampé&o HEPES 50 mM), 9,
10, 11, 12 (tampao Tris 50 mM). Em cada tampao, foram adicionados glicose a uma
concentracéo final de 100 mM, 2 U de peroxidase (Tipo IlI, Sigma, EUA) e di-
hidrocloreto de o-dianisidina para uma concentracéo final de 100 uM. A estabilidade
térmica foi determinada durante quatro horas de incubacéo a 37 °C, 55 °C e 60 °C.
As amostras foram retiradas nos tempos 0, 1, 2 e 4 horas e a atividade da enzima foi
determinada imediatamente. A estabilidade ao pH foi determinada apds 2 horas de
incubacgao da enzima a 37 °C nos tampdes (de pH 3 a 12) mencionados acima. Para
a determinacao da constante de Michaelis aparente, relativa ao substrato glicose (Ku
@pp)), as fragbes do sobrenadante e periplasmica foram purificadas em uma coluna
de gel permeacgédo contendo a matriz Sephacryl S-300-HR, a fim de se eliminar
eventuais interferentes. As amostras foram eluidas a 0,5 mL/min em tampao citrato
50 mM (pH 4,8). Ku @pp) foi determinado com a medicdo do incremento da
absorbancia por minuto, incubando a enzima com tampéao citrato-fosfato 50 mM pH
4,5, 2 U de peroxidase, 100 uM de di-hidrocloreto de o-dianisidina e glicose nas
seguintes concentragdes: 2 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 75
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mM, 100 mM. Todos os ensaios bioquimicos foram também executados com uma
GOX comercial obtida de A. niger (G6125, Sigma, EUA), considerada neste trabalho

como padrao.

4. Resultados e Discussao

4.1. Niveis de expressado de GOX

No presente estudo foi possivel detectar atividade de GOX em todas as
construcdes, apesar de que, em uma delas (Km1), a atividade de GOX se mostrou
muito baixa em relagao as outras (Tabela 4.3). Em todos os casos, a grande maioria
da enzima (>80%) foi secretada (Tabela 4.4), tanto para o espago periplasmico,
quanto para o sobrenadante. O uso de elementos de S. cerevisiae para promover a
expressao de GOX acarretou em niveis de expressao maiores em K. lactis que em
K. marxianus. Essa observacdo estda de acordo com o que foi previamente
observado por Bergkamp et al. (1992, 1993), os quais observaram uma expressao
de alfa-galactosidase recombinante muito maior em K. lactis CBS 2359 (90 mg/L)
que em K. marxianus CBS 6556 (2 mg/L), quando utilizaram os promotores GLC7 ou
PGK, ambos de S. cerevisiae. Como o nivel de expressao de GOX na construcao
Km1 foi tdo baixo, ndo foi possivel verificar se o sinal de secrecado k71 de K. lactis

funciona satisfatoriamente em K. marxianus.

Um grande aumento nos niveis de GOX heterdloga foi obtido em K. marxianus
quando o promotor e o sinal de secregdao homoélogos INU1 foram utilizados para
promover a expressao do gene, quando comparado com o uso do promotor de S.
cerevisiae e sinal de secrecdo de K. lactis. Esse dado também corrobora o
observado por Bergkamp et al. (1993), que obtiveram 153 mg/L de alfa-
galactosidase heteréloga (incluindo as fragbes periplasmica e do sobrenadante) em
K. marxianus, utilizando o promotor e sinal de secrecdo INU1, comparados aos 2
mg/L produzidos com os elementos de S. cerevisiae ja mencionados acima. Esses
autores estimaram, nos seus estudos, o numero de coépias do plasmideo de

expressao como sendo 25. Contudo, esse nivel de expresséo de alfa-galactosidase
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mais alto obtido ndo pode ser explicado exclusivamente pelo numero de cépias (0
nivel de expressdo aumentou 75 vezes em relagdo a situacdo anteriormente
descrita) e também deve ser causado pela estabilidade do plasmideo e a forga do
promotor no hospedeiro. Vale ressaltar que a quantidade de proteina heterdloga
produzida no presente trabalho € similar ao que foi obtido no trabalho de Bergkamp
et al. (1993). Nao foi determinada a quantidade de glicose oxidase em mg/L, mas se
assumirmos uma conversao de 80-172 U/mg de proteina (Wong et al., 2008), pode-
se estimar que a producédo de glicose oxidase extracelular na construcdo Km2
esteve entre 90 a 194 mg/L. Da mesma maneira, Bergkamp et al. (1993) nao
mediram a alfa-galactosidase em mg/L, mas os valores de concentragao publicados
foram estimados utilizando um fator de conversdo, que no caso foi de 100 U/mg
(Bergkamp et al., 1992).

Tabela 4.3. Producao heterdloga de GOX no sobrenadante, periplasma e intracelular nas diferentes
construgoes de K. marxianus e K. lactis.

Cons- Biomassa Atividade de GOX

tru- Final ® Sobrenadante Periplasma Intracelular Total
cao @) (gMSI/L) U/mgProt  U/gMS U/mgProt U/gMS U/mgProt U/gMS U/gMS
Km1 7,4+0,3 03+0,1 05+01 24%0,1 1,9+0,1 0,03+0,02 40+14 74+25

Km2 12,1+0,2 25172 407+16 180+24 1145+35 1,3+0,2 171 +44 1722 £ 62
Km3 12,0+ 0,1 171 +44 255+ 1 187 +8 850 £ 70 24+03 291+27 1395%42

K1 99+0,2 40+ 3 161 £ 17 16 £ 1 13+1 0,3+0,1 312 205+ 16
Kl2 11,2+0,0 32+1 94+6 64 5 49+8 0,1+0,0 16+3 158 £ 17
KI3 9,6 +0,2 29 +1 94 + 12 764 64 +0 0,1+0,0 13 +1 170 + 11

(a) ver secdo de Materiais e Métodos, Tabela 4.1 e Figura 4.1. para descricdo das construgdes
genéticas;

(b) ver segdo de Materiais e Métodos para descrigdo das condi¢des de cultivo;

(c) fracionamento celular realizado de acordo com Rouwenhorst et al. (1988).

Tabela 4.4. Distribuicao subcelular de GOX heterdloga nas diferentes construgbées de K. marxianus e
K. lactis.

Atividade de GOX por gMS em cada fragao relativa a atividade total

Construgio ©

Sobrenadante Periplasma Intracelular
Km1 9% £ 3% 31% £ 8% 62% + 11%
Km2 23% + 2% 67% £ 1% 10% + 3%
Km3 19% + 1% 61% £ 3% 21% £ 2%
Ki1 79% + 2% 6% £ 0% 16% + 2%
KI2 60% * 2% 31% £ 2% 10% £+ 0%
KI3 50% + 3% 38% + 3% 10% + 3%

(a) ver secdo de Materiais e Métodos, Tabela 4.1 e Figura 4.1. para descricdo das constru¢des
genéticas;

(b) ver segdo de Materiais e Métodos para descrigdo das condi¢des de cultivo;

(c) fracionamento celular realizado de acordo com Rouwenhorst et al. (1988).

O aumento da expressdao de GOX quando utilizados promotor e sinal de

secrecao INU1 foi exclusivo para K. marxianus, ja que nas construgbes de K. lactis
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que utilizaram esse sistema (KI2 e KI3), os niveis totais de GOX produzida foram
ligeiramente inferiores que os niveis obtidos na construgdo Kl1, que utilizou o

promotor PGK de S. cerevisiae e sinal de secrecao k1 de K. lactis (Tabela 4.3).

Quando ambos sistemas baseados em [INU7 sdo comparados em K.
marxianus, pode-se notar que a quantidade de GOX produzida esta ao redor do
mesmo nivel, ligeiramente superior na construgdo epissomal (Km2) que na
construcédo integrativa (Km3) (Tabela 4.3). Embora a integragdo ocorra normalmente
em simples copia e os plasmideos epissomais sejam capazes de se multiplicar de
forma autbnoma no citoplasma, esta semelhanga nos niveis de expressdo de GOX
pode estar relacionada ao efeito de um maior numero de cépias de pSPINGOX em
Km2 (em relagdo ao numero de copias integradas no caso de Km3), combinado com
uma perda plasmidial ao longo dos cultivos, 0 que n&o ocorre no caso da construgao
integrativa. De acordo com os estudos realizados sobre a estabilidade dos
plasmideos, a totalidade das células transformadas seria perdida apods

aproximadamente 38 geragdes, que é equivalente ao tempo de cultivo de 48 h.

A Tabela 4.5 mostra uma visdo geral dos sistemas desenvolvidos para a
expressao heterdloga de GOX em diferentes microrganismos. Uma comparagao
direta entre os diferentes sistemas de expressado é dificil, devido as diferentes
estratégias de cultivo utilizadas em cada caso. Levando-se isso em consideracéo, os
niveis de atividade de GOX alcangados neste trabalho com K. marxianus estdao num
patamar meédio-inferior, se considerarmos os niveis mais altos (30000 U/g MS,
assumindo uma concentragao final de biomassa de 15 g/L, Park et al., 2000) e o
mais baixo (27,9 U/g MS, Hellmuth et al., 1995) publicados (Tabela 4.5). No entanto,
o objetivo do presente trabalho ndo foi o de otimizar os niveis de expressao de GOX,
havendo, portanto, certamente espaco para aumentar estes niveis com as

construgdes aqui descritas, caso desejado, em trabalhos futuros.
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Nivel

GOX Expressada Sistema Promo-  Sinal d_e Extra- Meio de cultivo Cultivo P_ros:esso Es_tudc_> so~bre Referéncia
de em tor secrecao celular em otimizado? glicosilagao?
A. Hansenula Epissomal MOX1 A. oryzae CM-LEU + 2% GLC  Frasco Nao GOX de H. Kim et al.
niger  polymorpha a-amilase NP (12h, in6culo); agitado polymorpha (200 (2004)
Complexo + 2% kDa). De S.
metanol (36h, cerevisiae (220
cultivo) kDa), De A. niger
(160 kDa).
A. Hansenula Epissomal MOX1 A.oryzae NP Complexo + 2% Frasco Nao GOX de H. Kim et al.
niger  polymorpha a-amilase GLC (12h, inéculo);  agitado polymorpha ficou (2007)
Complexo + 2% menos glicosilada
metanol (36h, quando a levedura
cultivo) foi cultivada em
meio contendo
sorbitol (aprox. 190
kDa).
A. Mucor Epissomal A. A. niger Presente, Complexo + 2% Biorreator N&o Nao Wolff e
niger  circinelloide nidulans  gox mas ndo  GLC (cultivo) Arnau
s gpd1 quantifi- (2002)
cado
A. A. niger Epissomal A. A.oryzae 27.9 Minimo + 0.2% Biorreator Sim. De frascos N&o Hellmuth et
niger nidulans o-amilase U/gMS extrato de levedura agitados para al. (1995)
gpd1 + GLC 8% (60h, biorreator. A
cultivo) composi¢ao do
meio também foi
otimizada
A. S. Epissomal GALT, Parte do 460 U/mL CM-URA + 2% GLC  Frasco Sim. GLC e GOX de S. Park et al.
niger cerevisiae GAL10, A. niger (24h, in6culo); agitado xarope de milho cerevisiae: 220 kDa. (2000)
GPD, gox -40 bp complexo + 3% foram testados.
AG montante xarope de milho Mutagénese em
(ADH2 do codon (72h, cultivo) UV foi utilizada
UAS:: inicio para aumentar a
GPD producgao de
TATA) GOX.
A. S. Epissomal PGK1 S. 90 U/mL  CM-URA + 2% GLC  Frasco Nao. Nao Malherbe et
niger  cerevisiae e cerevisiae (24h, cultivo) agitado al. (2003)
Integrativo MFo
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(36h, cultivo)

GOX Expressada Sistema Promo-  Sinal d~e ;:;’real_ Meio de cultivo Cultivo P_rog:esso Es_tudc_> so~bre Referéncia
de em tor secrecao celular em otimizado? glicosilagao?

A. A. nidulans  Integrativo xInB A. niger 23 U/mL Minimo para Biorreator Sim. Investigado  N&o Luque et al.
niger gox Asperygillus omelhorpH e a (2004)

(Pontecorvo et al., melhor fonte de

1953). Xilose como carbono.

indutor.(cultivo)
A. H. Epissomal PMA1 S. 298 Fed batch usando Biorreator Sim. Realizada Nao Cox et al.
niger  polymorpha and cerevisiae  U/gMS meio minimo DW batelada (2000)

MOX MFa (Hodgkins et al., alimentada para

1993) + 2% GLC. alta densidade de

Alimentacdo com células. O pH foi

50% da fonte de otizadoem 5.0 e

carbono a temperatura em

30°C
A. K. Epissomal INU1 K. 1316 Minimo + 2% GLC Frasco Nao Sim. Massa da Este
niger  marxianus marxianus U/gMS (24h, indculo); agitado GOX: aprox. 200 trabalho
INU1 complexo + 2% SUC kDa.

(36h, cultivo)
A. K. lactis Epissomal PGK K. lactisk, 174 Minimo + 2% GLC Frasco Nao Sim. Massa da Este
niger killer U/gMS (24h, indculo); agitado GOX: aprox. 300 trabalho

protein complexo + 2% SUC kDa.
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4.2. Caracterizagdo bioquimica da GOX heterdloga

A caracterizagdo bioquimica da GOX realizada neste trabalho, em termos da
estimativa do peso molecular utilizando géis desnaturantes (Figura 4.4), da atividade
em diferentes valores de pH e da estabilidade frente a diferentes valores de pH e
temperatura (Figuras 4.2 e 4.3) e em termos da constante de Michaelis-Menten
aparente para glicose (Tabela 4.6) confirma que ambas as leveduras sao capazes
de expressar e secretar a proteina heteréloga esperada. O pH em que a atividade de
GOX é maxima esta entre 4 e 6 para todos os casos investigados (Figura 4.2A). A
enzima produzida por K. marxianus apresentou um perfil de atividade versus pH
mais préximo ao da GOX padrao na regido de pH entre 3 e 7, quando comparada
com a GOX de K. lactis. O pH 6timo determinado por Zia et al. (2007a) foi de 5,5.
Em pH alcalino, a GOX padréo se mostrou mais ativa que as heterélogas. A GOX
secretada por K. marxianus € apenas parcialmente afetada em pH alcalino (Figura
4.2B), ja que apds 2 horas de exposigdo a essa condi¢cdo, a atividade pode ser
restaurada incubando a enzima em tampé&o usado para determinacido de atividade
de GOX (citrato-fosfato 100 mM pH 4,5). A enzima secretada por K. lactis é
diferente, pois apenas uma pequena parcela da sua atividade original foi recuperada
sob tais condi¢cdes. Dessa forma, o fato de as enzimas produzidas em K. lactis
estarem mais glicosiladas pode ter provocado uma mudanga conformacional
suficiente para modificar a atividade de GOX em pH alcalino. Ndo obstante, é
possivel afirmar que, em geral, o comportamento de ambas enzimas heterdlogas é

muito similar a enzima padrao, principalmente entre pH 4 e 8.

——{J—— Km sobrenadante
~——O—— Km periplasma
——®—— Kl sobrenadante
——@—— Kiperiplasma
----A--- GOXpadrdo

Km sobrenadante
Km periplasma

Kl sobrenadante —
K periplasma
- GOX padrao
1 1 1 1 1 A

pH pH

Atividade de GOX (%)

LOMOn

Atividade residual de GOX apés incubagao de 2h (%)

B

Figura 4.2. Atividade e estabilidade a diferentes pHs. (A) A atividade de GOX foi determinada em pH
de 3 a 12; e (B) atividade residual de GOX determinada depois de 2 horas de incubag¢ado da enzima a
37 °C na mesma faixa de pH. Cada ponto é a média de uma duplicata. Km sobrenadante e Km
periplasma: GOX produzida pela construgdo Km2. Kl sobrenadante e Kl periplasma: GOX produzida
pela construgédo Kl1. GOX padrao: GOX comercial de A. niger (Produto B6916, Sigma, EUA).
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Em termos de estabilidade frente a temperatura, todas as enzimas
apresentaram comportamento similar. As enzimas mantiveram-se estaveis apés 4
horas de incubagdo a 37 °C. Ja nas temperaturas de 55 °C e 60 °C, principalmente
nesta ultima, a estabilidade foi drasticamente afetada (Figura 4.3). Um padrao de
inativagao térmica similar foi obtido por Gouda et al. (2003), os quais observaram

perdas significativas de atividade a temperaturas maiores que 50 °C.

——{}—— Km sobrenadantp
——O—— Km periplasma
- Kl sobrenadante|
40 |- L 2 KI periplasma
----/A--- GOXpadréo

{ Km sobrenadante
40 O Km periplasma
——#—— Kl sobrenadante
——@—— Kiperiplasma
--=--/A--- GOXpadrdo

Atividade residual de GOX (%)
Atividade residual de GOX (%)

un|‘ ‘I 1 ! ‘|A ol 1 1 1 ‘|B

3 4 0 1

2 2
Tempo de incubagéo (h) Tempo de incubagéo (h)

100 [ n Km sobrenadante
——O—— Km periplasma

Ki sobrenadante
——@—— Kiperiplasma
----A--- GOXpadrao

Atividade residual de GOX (%)

20 - e s ©
0 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 C

Tempo de incubagéo (h)

Figura 4.3. Estabilidade de GOX a diferentes temperaturas. A atividade residual de GOX foi medida
apos manter a enzima incubada a (A) 37 °C; (B) 55 °C; (C) 60°C. Cada ponto é a média de uma
duplicata. Km sobrenadante e Km periplasma: GOX produzida pela construgdo Km2. Kl sobrenadante
e Kl periplasma: GOX produzida pela construgdo Ki1. GOX padrdo: GOX comercial de A. niger
(Produto B6916, Sigma, EUA).

A constante de Michaelis-Menten aparente para glicose (Kwapp)) foi similar em
todos os casos estudados (Tabela 4.6) e proxima ao valor obtido com a GOX
padrdo, a qual pode ser considerada muito pura, como se pode verificar nos géis da
Figura 4.4. N&o existe um consenso na literatura em relacdo ao Ky exato da GOX.
Wong et al. (2008) revisou varios autores que publicaram valores que variavam entre
33 mM (a 25 °C) até 248 mM (a 30 °C). Zia et al. (2007a) publicaram um valor de Ky
de 2,56 mM (a 40 °C) para GOX produzida por A. niger UAF-1. Os mesmos autores

obtiveram um Ky de 28 mM para a enzima produzida por A. niger BCG-5, a qual era
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uma linhagem que havia sofrido mutagénese por UV (Zia et al., 2007b). Mirdn et al.
(2002) estimaram o valor de 18 mM (a 30 °C). Kohen et al. (1997) calcularam um Ky
de 28 mM a 25 °C. Essa grande variedade de valores é provavelmente devida as
diferentes condigdes empregadas nos ensaios de atividade.

Tabela 4.6. Valores de KM (app) determinados em

relagdo a glicose pelo método de linearizagdo de
Lineweaver-Burk.

Origem da GOX Km (app)
Km2 sobrenadante 22,8 mM
Km2 periplasma 17,4 mM
KI1 sobrenadante 24,4 mM
KI1 periplasma 22,6 mM
GOX padrao 16,4 mM

Na Figura 4.4 é possivel observar que, apés a remogao dos carboidratos da
GOX heterdloga utilizando PNGase F, duas bandas aparecem nos géis
correspondentes a K. marxianus (indicadas pelas setas, Figuras 4.4A e 4.4B),
enquanto apenas uma banda é visivel no gel correspondente a K. lactis (Figuras
4.4C e 4.4D). Ja que apenas uma banda € visivel apos a desglicosilagdo da GOX
padrdao com a mesma PNGase, isso indica que os padroes de glicosilacdo em K.
marxianus e K. lactis sdo diferentes. E possivel que a GOX produzida em K.
marxianus possua também O-glicosilagcbes (Strahl-Bolsinger et al., 1999; Lommel e
Strahl, 2009) além das N-glicosilagbes, o0 que nédo ocorre em K. lactis. Outra
observacéo é que a GOX glicosilada em K. lactis tem um maior peso molecular que
a de K. marxianus, indicando que esta ultima apresenta uma menor tendéncia de
hiperglicosilar proteinas que aquela, e que, consequentemente, essa tendéncia é
menor que em S. cerevisiae (Chiba e Jigami, 2007). Bergkamp et al. (1993) também
observaram que o peso molecular de uma alfa-galactosidase expressada em S.
cerevisiae era maior que o da mesma enzima produzida por K. marxianus, o que &
devido as glicosilagbes. A Tabela 4.5 mostra que os niveis de glicosilagdo de GOX
em K. marxianus sao similares aos observados em H. polymorpha, os quais foram
0s menores observados para GOX heterdlogas produzidas em leveduras. Também é
possivel verificar nos géis que as fragdes periplasmica e extracelular da GOX
apresentam enzimas de peso molecular semelhante em ambas as espécies de

leveduras.
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Figura 4.4. SDS-PAGE corada com coomassie blue para a analise do padréo de glicosilagdo da GOX
expressada em (A,B) K. marxianus e (C,D) K. lactis. (A) GOX do periplasma de K. marxianus; (B)
GOX do sobrenadante do cultivo de K. marxianus; (C) GOX do periplasma de K. lactis; (D) GOX do
sobrenadante do cultivo de K. /actis. Glyc: enzima glicosilada. Deglyc: enzima desglicosilada com
PNGase F, como descrito nos métodos. Os cddigos das construgbes estdo listados na Tabela 4.2.
Standard: GOX comercial de A. niger (Produto B6916, Sigma, EUA). As setas indicam as duas
bandas resultantes da desglicosilagdo de GOX expressada em K. marxianus.

As bandas correspondentes a GOX de K. /actis sdo mais difusas que as de K.
marxianus. I1sso se deve a degradagédo da enzima durante a sua extragado do espacgo
periplasmico. Quando as bandas que correspondem ao sobrenadante dos cultivos
de K. marxianus e K. lactis (Figuras 4.4B e 4.4D, respectivamente) sdo comparadas
com as bandas que correspondem as amostras do periplasma de K. marxianus e K.
lactis (Figuras 4.4A e 4.4C, respectivamente), pode ser observado que ha menor
numero de proteinas no primeiro caso, quando comparado ao ultimo. Isso se deve
provavelmente a liberagcdo de proteinas do periplasma durante o procedimento de

extracao.

O padrdo de glicosilagdo de uma proteina heteréloga pode ser um critério

importante no desenho de um sistema de producdo comercial. No caso particular de
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GOX, Kohen et al. (1997) discutiram que a glicosilagdo n&do afeta os parametros
cataliticos da enzima (ligacéo do substrato e liberagdo do produto) quando glicose é
usada como substrato. Além disso, os autores afirmam que nao ha evidéncia que a
glicosilacdo cause uma mudancga drastica na estrutura da proteina. As cadeias de
polissacarideos muito provavelmente nao interagem com a superficie da proteina ou
com seu sitio ativo, devido a sua preferéncia de solvatagao pela agua. Os resultados
obtidos neste trabalho corroboram essa hipdtese. A nogdo que K. marxianus
apresenta uma menor tendéncia de hiperglicosilar uma proteina heterdloga
necessita ser confirmada pela expresséo de outras proteinas neste organismo e,
caso seja confirmada, pode contribuir para tornar este hospedeiro atrativo para a

expressao de proteinas terapéuticas.

5. Conclusoes

A proteina-modelo glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger foi utilizada para
avaliar o potencial da levedura K. marxianus como hospedeira na produgao de
proteinas heterdlogas. O uso desta proteina permite comparar os dados obtidos em
K. marxianus ndao somente com K. lactis (também estudada neste trabalho), mas
também com os variados sistemas de expressdao heterdloga de GOX ja
desenvolvidos e reportados na literatura. Como a GOX possui oito sitios de N-
glicosilacdo, essa enzima torna-se adequada para um estudo comparativo de
glicosilacdo nos sistemas de expressado de K. marxianus e K. lactis. Para esse
propésito, foram construidos dois diferentes sistemas de expressédo heterdloga
epissomais e um integrativo, contendo elementos genéticos de S. cerevisiae, de K.
lactis e de K. marxianus, em diferentes combinacdes. Esses sistemas de expressao
foram utilizados para transformar células de K. marxianus e K. lactis, a fim de se
comparar diretamente os niveis de expressao de GOX em ambas as leveduras. A
caracterizagao bioquimica da enzima secretada, em termos de localizagao celular,
do padrdo de glicosilagdo, da atividade em diferentes pHs, da estabilidade frente a
diferentes temperaturas e pHs e da constante de Michaelis-Menten aparente para
glicose mostraram que a GOX foi expressada de forma ativa nas duas espécies. O

maior valor de GOX secretada foi de 1552 U/g de biomassa seca de K. marxianus
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CBS 6556, utilizando um sistema de expressao epissomal, com promotor, sinal de
secrecdo e terminador do gene homodlogo INU7T. A expressao promovida com
elementos de INU17 resultou em um maior nivel de expressdao em K. marxianus que
em K. lactis. Esta ultima apresentou uma maior capacidade de secrecdao de GOX
para o sobrenadante dos cultivos, quando comparada a K. marxianus, o que pode
indicar que a parede celular deste organismo esteja agindo como uma barreira para
a retencéo da proteina no periplasma. Em relacédo a glicosilagado, aparentemente a
enzima expressada em K. marxianus € menos glicosilada que a produzida pela sua
congénere. Em suma, este trabalho traz informagdes importantes sobre o potencial
da levedura K. marxianus como hospedeira para a sintese de proteinas heterdlogas.
Esta levedura deveria ser mais explorada para esta finalidade do que tem sido até o
momento, ja que possibilitou niveis médios de expressdo de uma proteina altamente
glicosilada como € a GOX de A. niger, sem que tenha sido realizada uma otimizagao
da producdo desta proteina. Além disto, apresentou menor tendéncia de

hiperglicosilagcédo, se comparada a K. lactis.
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1. Resumo

Apesar das propriedades fisiologicas vantajosas para aplicagbes em
bioprocessos, o uso da levedura Kluyveromyces marxianus como hospedeira na
producdo de proteinas heterélogas vem sendo muito limitado, em contraste a sua
congénere K. lactis. Além disso, K. marxianus € um organismo termotolerante,
caracteristica que pode auxiliar na expressado de enzimas de organismos termdfilos.
No presente trabalho, uma esterase termofilica de Thermus thermophilus HB27 foi
clonada em K. marxianus CBS 6556 e em K. lactis CBS 2359, utilizando trés
diferentes sistemas de expressao. O objetivo foi avaliar o potencial de K. marxianus
para expressar uma proteina termofilica e compara-la a K. lactis, um hospedeiro ja
bem caracterizado para a sintese de proteinas heterélogas. Além disso, foram
avaliados os niveis de enzima produzida a partir de cada construcido e as
propriedades bioquimicas das enzimas expressadas, como atividade e estabilidade
a diferentes valores de temperatura e pH e niveis de glicosilagdo da proteina. K.
lactis apresentou os maiores niveis de produgdo de esterase (294 U/g MS) num
sistema epissomal, no qual o promotor e terminador ScPGK foram utilizados para
proporcionar a expressao da esterase. Nos cultivos de K. marxianus, a parcela de

enzima presente no sobrenadante foi maior que nos cultivos em K. lactis. A andlise
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de N-glicosilagdo mostrou que K. marxianus e K. lactis editaram a esterase em trés
diferentes padrdes: totalmente desglicosilada, glicosilada em um ponto e glicosilada
em dois pontos. A inser¢cao de cadeias de acucares pelas leveduras pode ter sido
responsavel por modificacdes em sua termoestabilidade. As esterases produzidas
apresentaram atividade maxima em pH entre 8,0 e 9,0 e a temperaturas de 50 °C e
45 °C para K. marxianus e K. lactis, respectivamente. Os resultados obtidos neste
trabalho indicam que K. marxianus é capaz de expressar uma enzima termofilica,
mas as modificacbes pos-traducionais podem interferir nas propriedades

bioquimicas das proteinas.

2. Introducgao

A expressao de genes heterélogos em K. marxianus foi reportada em alguns
poucos artigos. Apos o trabalho pioneiro de Bergkamp et al. (1993), os quais
expressaram a enzima alfa-galactosidase da planta Cyamopsis tetragonoloba a
concentragdo de 153 mg/L com 99% de eficiéncia de secrecdo (incluindo ambas
fragbes periplasmica e extracelular), levou um certo tempo antes que Ball et al.
(1999) reportassem a expressdo de p-glucosidase a 10 U/mg de proteina (dado
obtido a partir de grafico). Apos, Almeida et al. (2003) expressaram o gene que
codifica para a enzima giceraldeido-3-fosfato desidrogenase de uma linhagem
floculenta de K. marxianus em outra linhagem da mesma espécie que néo flocula,
provocando a floculagdo desta. Pecota et al. (2005) reportaram a produgao
intracelular de p-glucuronidase heteréloga em K. marxianus. Na mesma época, Cai
et al. (2005) publicaram sobre a expressao extracelular de interferon a-2a a 60 mg/L
numa linhagem de K. cicerisporus (sinbnima de K. marxianus). Em seguida, Pecota
et al. (2007) expressaram lactato desidrogenase de Bacillus megaterium em K.
marxianus utilizando a primeira construgéo integrativa reportada para esta espécie.
Mais recentemente, Nonklang et al. (2008) publicaram a expresséo de a-amilase de

Aspergillus oryzae em K. marxianus.

O sistema desenvolvido por Hong et al. (2007), para expressao heterdloga de

celulares termofilicas em K. marxianus, aproveitou a caracteristica termotolerante
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desta levedura (Fatichenti e Berardi, 1987; Rouwenhorst et al., 1988; Hari-Krishna et
al., 2001). Foram clonados e expressos, simultaneamente, os genes codificadores
das seguintes enzimas termoestaveis: endo-p-1,4-glucanase, celobioidrolase e f3-
glucosidase, gerando uma linhagem capaz de crescer utilizando celobiose ou
carboximetilcelulose como unicas fontes de carbono. A capacidade de crescimento a
altas temperaturas apresentada por K. marxianus é interessante para aplicacdes
industriais, pois resulta num menor custo de resfriamento das dornas e numa menor
possibilidade de desenvolvimento de organismos contaminantes. Seria este o caso
do processo de hidrélise da celulose e subsequente sacarificacdo, no qual uma
temperatura de processo de 50 °C diminui a energia necessaria para resfriamento
do reator e diminuem as chances de contaminagdo do mesmo (Hong et al., 2007).
Essa capacidade também pode ser aproveitada na expressdao de enzimas
termoestaveis, como a esterase de T. thermophilus (EST), reportada no presente
trabalho, ja que, provavelmente, tal organismo apresente melhor capacidade para

executar uma correta edicdo da proteina termofilica.

Carboxilesterases (esterases, EC 3.1.1.1) e lipases (EC 3.1.1.3) s&o enzimas
que catalisam a hidrolise de carboxil-ésteres e s&do encontradas em varios
organismos, incluindo animais, plantas, fungos e bactérias. As esterases sao
enzimas capazes de hidrolisar ésteres de acidos graxos de cadeia curta. A definigao
de cadeia curta pode variar entre estruturas de 6 (Bornscheuer, 2002) e 10 (Choi et
al., 2004; Fucinos et al., 2005) atomos de carbono. Além disso, Arpigny e Jaeger
(1999) adicionaram a essa classificacdo o fato que esterases sédo capazes de
hidrolisar somente moléculas soluveis em agua, enquanto as lipases necessitam de
uma concentracdo minima de substrato para ativar o sitio ativo. Este é liberado com
a abertura de uma tampa, a qual torna possivel o acesso da enzima a moléculas na
fase orgénica (Bornscheuer, 2002). Com isso, uma esterase termofilica une as
caracteristicas de hidrolisar carboxil-ésteres com a termoestabilidade. Esta ultima
caracteristica €& somente possivel devido a estrutura uUnica das proteinas
termofilicas, as quais possuem uma grande quantidade de pontes salinas e ligagdes
intercadeias, além de uma grande fracdo de seus residuos na conformacgao de a-
hélice (Kumar et al., 2000; Sadeghi et al., 2006). Uma aplicagdo potencial para
esterases termofilicas esta na producado de biodiesel, atuando como catalisador na

remogao do glicerol dos triglicérides (Al-Zuhair et al., 2007), processo que
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normalmente é conduzido utilizando-se metanol ou etanol para remogao quimica do

glicerol a temperaturas de até 60 °C.

Com o objetivo de avaliar o potencial de K. marxianus como hospedeira na
producao heterdloga de uma proteina termofilica, ndo somente em termos de niveis
de expressao, mas também em relacdo a N-glicosilagdes (a esterase possui dois
potenciais sitios para adigdo de agucares N-ligados), localizagdo subcelular e
propriedades termocinéticas da proteina heterdloga, foi clonado o gene da esterase
de Thermus thermophilus HB27 em K. marxianus CBS 6556 e em K. lactis CBS
2359, utilizando dois diferentes sistemas epissomais e um integrativo. Até onde se
conhece, este é o primeiro relato de uma enzima termotolerante expressada em K.
marxianus no qual o padrao de glicosilagéo, a localizagao subcelular, a estabilidade
e as propriedades cinéticas sado estudadas. Como as construcbes foram
estabelecidas tanto para K. marxianus quando para K. lactis, sera possivel verificar a
influéncia de utilizar um organismo termotolerante na expressdo de uma enzima
termofilica, ja que esta Ultima levedura ndo cresce acima dos 40 °C, ao contrario da

primeira.

3. Materiais e métodos

3.1. Linhagens e meios de cultivo

Escherichia coli DH10b (Invitrogen, EUA) foi utilizada para a construgdo e
propagacao dos plasmideos. Kluyveromyces marxianus CBS 6556 foi adquirida do
Centraal Bureau voor Schimmelcultures (Ultrecht, Holanda). Kluyveromyces lactis
PM5-3C (MATa uraA Rag®) foi gentilmente cedida pela Dra. Micheline Wesolowski-
Louvel (Lyon, Franca). Saccharomyces cerevisiae BY4742 (MATa his3D1 leuDO
lys2D0 ura3D0) (Brachmann et al., 1998) foi fornecida pelo Euroscarf (Frankfurt,
Alemanha). A linhagem K. marxianus SLC33 é um mutante ura3 de K. marxianus
CBS 6556, construida neste trabalho por selecdo em agar 5-FOA (a estabilidade do

fendtipo ura- foi comprovada por 120 geragdes).
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A linhagem de E. coli foi cultivada em meio LB (1% triptona, 0,5% extrato de
levedura, 0,5% NaCl, 0,1% glicose), em meio liquido ou sdélido (2% bacto-agar) a 37
°C. Para selecao de transformantes, ampicilina foi adicionada a concentracao final
de 40 mg/L. Para a selegédo das leveduras que apresentam expressao de URAS, foi
utilizado o meio CM (Zitomer et al., 1976) sem uracila (CM-URA). As placas 5-FOA
para a selecdo de mutantes ura3 foram feitas segundo descrito por Boeke et al.,
1984). O primeiro screening das leveduras que expressavam EST foi feito em meio
YPHSM-SUC (8% peptona, 1% extrato de levedura, 3% glicerol, 1% sacarose). Para
os estudos de expressao da esterase, as linhagens foram cultivadas em meio
definido (MD) descrito por Verduyn et al. (1992) e em seguida em meio YPS (1%

extrato de levedura, 2% peptona, 2% sacarose).

3.2. Isolamento e manipulacdo de acidos nucléicos

DNA plasmidial de E. coli foi obtido utilizando o kit Spin Clean Plasmid Miniprep
(Mbiotech, Coréia do Sul). O DNA plasmidial das células de levedura foram
extraidos utilizando o mesmo kit comercial da extracdo em bactérias, com a
diferenga dos seguintes passos: antes da miniprep normal, 10 mL de um cultivo de
24h em meio CM foi centrifugado. O pelet foi ressuspendido em 250 uL de tampao
de ressuspensdao e 250 uL de tampado de lise (fornecidos com o Kkit) e
aproximadamente 250 uL de pérolas de vidro (425-600 um, Sigma, EUA). A mistura
foi agitada em vortex vigorosamente por 2 minutos e mantida em gelo por mais 5
minutos. Logo apds, o protocolo de miniprep foi seguido. A suspenséao final de DNA
foi utilizada diretamente para transformacéo de E. coli propagac¢ao do plasmideo. A
transformacao das leveduras por acetato de litio foi realizada conforme descrito por
Ito et al. (1983). J&4 o método de transformacgao foi adaptado do protocolo descrito
por Kooistra et al. (2004), como descrito a seguir. 10 mL de uma cultura de
leveduras no inicio da fase exponencial foram centrifugados (4000 x g, 5 minutos) e
lavados com 1 mL de agua ultra pura. Em seguida, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de tampao de pré-tratamento (meio YPD contendo 200 mM DTT e 300 mM
HEPES) e incubado a 30 °C por 30 minutos. Entédo, as células foram centrifugadas

(4000 x g, 5 minutos) e ressuspendidas em 1 mL de tampao de eletroporagéo (10
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mM Tris-HCI pH 7,5, sacarose 270 mM, acetato de litio 1 mM). O choque elétrico foi

realizado segundo os seguintes parametros: 25 uF, 550 V, 600 Q.

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 ulL que
continham 20 ng do DNA molde, 30 pmol de cada primer (Tabela 5.1), 5 nmol (para
0 gene da esterase) ou 1,75 (para o cassete INU7) nmol de cada dNTP, KCI 50 mM,
MgCl; 2,5 mM, 1 uL de DMSO (somente para EST), 1 U (EST) ou 0,25 U (INU1) de
Taq DNA polimerase (Roche Diagnostics, Alemanha). A mistura foi tamponada em
tampao Tris-HCI 10 mM, pH 8,3. Apés, as reacdes foram executadas em 30 ciclos:
a desnaturacgao foi realizada a 95 °C (EST) ou 94 °C (INUT) por 30 segundos, ja o
anelamento, a 55 °C por 30 segundos (EST) ou a 53 °C para o cassete INU1 por 60
segundos). A extensao ocorreu a 72 °C por 1 minutos (EST) e 3 minutos (INUT).

Todas as outras manipulagdes foram executadas conforme descrito por Sambrook et
al. (2001).

Tabela 5.1. Lista dos primers utilizados nas construgdes de DNA.

Primer Seqiiéncia Detalhes

PSEST1KF 5- GAATTCAGGGCCTCGAGGCCTTCTGG Amplificar o gene da esterase de T.
PSESTIKR  5- GAATTCTCAAGGCCGCACCCGGGGGG — [1ermophilus para clona-lo no

plasmideo pSPGK1
PINU1Fb 5- GGATCCGAATTCTCAAACCGAA Amplificar o cassete INU1 (promotor +

ATGGG sinal de secregao + CDS + terminador)

PINU1Rb gé@ACGCCAGACGTCTTGTGT de K. marxianus CBS6556
PINUESTF 5 -GTCAGTGCTTCAGTTATCAATTACA  Amplificar o gene da esterase de T.
AGAGAATGAAGCGGCTTATCGCG thermophilus. Possui cauda de
recombinagéo (sublinhada) para a
PINUESTR 5 -TTTTGTCGTTAGTAAAGTAAGCAGA seqliéncia sinal de secregéo

TCAGATCAAGGCCGCACCCGGGG (PINUESTF) e terminador (PINUESTR)
do gene INU1

3.3. Construgédo dos plasmideos e transformacéao das leveduras

O vetor epissomal pSPEST (Figura 5.1A) foi construido como descrito a seguir.
A CDS da esterase de Thermus thermophilus HB27 foi amplificada por PCR a partir
do DNA cromossomal da bactéria utilizando os primers PSEST1KF e PSEST1KR
(Tabela 5.1). O fragmento de 990 pb amplificado foi clonado no plasmideo replicativo

pSPGK1 (Fleer et al.,, 1991). Esse plasmideo possui a origem de replicagdo S11 de
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K. lactis, apresentado habilidade de se replicar tanto em células de K. /actis quanto
de K. marxianus. O plasmideo resultante (pSPEST, Figura 5.1 A) foi utilizado para
transformar células de K. marxianus SLC33 e de K. lactis PM5-3C. Os
transformantes exibiram capacidade de crescer em placas CM-URA e a selecdo dos
que expressavam maior quantidade de esterase foi realizada por cultivo em meio
YPHSM-SUC e por medi¢cdo da atividade extracelular de esterase por miligrama de
biomassa. A linhagem que apresentou maior atividade de cada construgédo foi

utilizada para os estudos posteriores.

As construcdes que utilizaram o cassete INU7T para a expressao da esterase
iniciaram com a amplificagdo do cassete INU1 a partir do DNA cromossomal de K.
marxianus CBS 6556 utilizando os primers PINU1Fb e PINU1Rb (Tabela 5.1).
Ambos os primers possuiam em suas extremidades 5' um sitio de restricdo BamHlI.
Apos a amplificagcéo, o cassete INUT foi ligado no vetor pMBL1-T (Mbiotech, Coréia
do Sul) para propagagéo. Entéo o inserto foi retirado por digestdo com BamHIl e o
cassete clonado no vetor Yeplac 195. A construgcao resultante foi linearizada com
Tth1111. Em paralelo, a CDS da esterase de T. thermophilus HB27 foi amplificada a
partr do DNA cromossomal da bactéria utilizando os primers PINUESTF e
PINUESTR (Tabela 5.1). Esses dois primers eram capazes de adicionar
extremidades ao gene amplificado, as quais eram homdlogas ao sinal de secregéo e
terminador INU1. O fragmento resultante foi clonado no vetor pMBL1-T para
propagacéo. Para a insergdo da CDS da esterase em INU1, o vetor Yeplac195
contendo INU1 linearizado e o fragmento amplificado de EST foram fundidos por
recombinacdo homéloga em S. cerevisiae BY4727. Uma suspensao de célular com
densidade o6tica de 0,6 foi transformada com igual proporgao de plasmideo e inserto
(500 ng) pelo método de acetato de litio. A construgéo foi extraida de células de S.
cerevisiae e digerida com BamHI, o que fez com que o cassete de expressao de
EST fosse liberado. Apds propagacao do cassete de 2,6 kb em pMBL1-T, esse
fragmento foi clonado nos plasmideos de expressdo pSPGK1 e pNADFL11 no sitio
BamHlI, resultando nas construgdes epissomal e integrativa mostradas nas Figuras

5.1B e 5.1C, respectivamente.

Os vetores de expressao foram usados para transformar K. marxianus SLC 33
e K. lactis PM5-3C pelo método de acetato de litio, com excec¢do da construcao

integrativa em K. marxianus. Neste caso, a levedura foi transformada por
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eletroporagdo, ja que o método quimico nao foi eficiente. As construgdes estao

detalhadas na Tabela 5.2 e na Figura 5.1.

Apds a transformacdo das leveduras, as linhagens selecionadas foram
cultivadas em meio YPHSM-SUC por 36 h e a atividade de esterase foi determinada.
Os candidatos de cada construgdo que apresentaram maior atividade foram

selecionados para os estudos posteriores.

Tabela 5.2. Lista das seis construgcdes obtidas neste trabalho e seus detalhes.

Espécie Nome do Sinal de

Construcgao hospedeira  plasmideo Tipo Promotor secragio Terminador
Km1 K. marxianus pSPEST Episomal Sc PGK Kl k1 Sc PGK
Km2 K. marxianus pSPINEST  Episomal Km INU1 Km INU1 Km INU1
Km3 K. marxianus pINESTI Integrative ~ Km INU1 Km INU1 Km INU1

K1 K. lactis pSPEST Episomal Sc PGK Kl k1 Sc PGK
KI2 K. lactis pSPINEST  Episomal Km INU1 Km INU1 Km INU1
KI3 K. lactis pINESTI Integrative ~ Km INU1 Km INU1 Km INU1

N

wd

PSPEST (9193 bp) PpSPINEST (10828 bp) PINESTi (9435 bp)

A) 3B) SS  INUtp  BamHI ©

Figura 5.1. Sistemas de expressdo desenvolvidos neste trabalho. (A) pSPEST promove expressao
epissomal de esterase termofilica sob controle do promotor ScPGK; (B) pSPINEST é um vetor
epissomal que permite a expressdo de EST sob controle do promotor KmINU1; (C) pINESTi € um
plasmideo integrativo que confere a célula capacidade de expressar esterase sob controle do
promotor KmINU1. (A) e (B) derivam do vetor pSPGK1 (Fleer et al., 1991) e (C) do pNADFL11
(Pecota et al., 2007). Legenda: p, promotor; t, terminador; SS, sinal de secregao.

3.4. Determinacéo da atividade de esterase

A atividade de esterase foi determinada usando o laurato de p-nitrofenil como

substrato, de acordo com o método descrito por Fucifios et al. (2005). Em um tubo
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de ensaio, foram adicionados 800 uL do tampéao Tris-HCI (pH 8 a 65 °C) contendo
40 mM de CaCl; e 100 uL de uma solugado etandlica de laurato de p-nitrofenil a 25
mM. O tubo foi incubado a 65 °C por 10 minutos para estabilizacdo da temperatura.
Finalmente, 100 uL da amostra foram adicionados. A reacao de hidrolise foi mantida
incubada por 10 minutos a 65 °C e, ao cabo do tempo, 250 uL de uma solugéo 2 M
de Na,CO3; foram adicionados para parar a reagdo. A mistura foi mantida em gelo
por 15 minutos antes de ser centrifugada (2500 x g por 15 minutos). A absorbancia
do sobrenadante foi determinada a 400 nm em um espectrofotdbmetro Thermo
Genesys 20 (Waltham, EUA). Nessas condigdes, o coeficiente de extingdo molar do
produto é 17,215/mM/cm. Uma unidade de atividade da esterase é definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de produto por minuto nas

condicbes supracitadas.

3.5. Analise da produgéo de esterase em cultivos submersos

As condigdes descritas por Bergkamp et al. (1993), as quais resultaram em
uma producao extracelular eficiente da enzima alfa-galactosidase em K. marxianus,
foram adotadas com pequenas modificagdes, para avaliar a expressao e secreg¢ao
da esterase de T. thermophilus em K. marxianus CBS 6556 e em K. lactis CBS
2359. Os transformantes foram crescidos em frascos chicanados de 500 mL
contendo 100 mL de meio, agitados a 300 rpm e incubados a 30 °C. Primeiramente,
as células foram cultivadas por 24 h em MD (utilizando 2% de glicose como fonte de
carbono). Depois, as células foram diluidas na proporgéo de 1:10 em meio YPS e
cultivadas por outras 48 h. Todos os cultivos foram realizados em duplicata. Na
sequéncia, a enzima heterdloga presente no sobrenadante, a fragcdo retida no
espaco periplasmico e a fragao intracelular foram separadas de acordo com o
método descrito por Rouwenhorst et al. (1988). A liberacéo da fragéo periplasmica
foi induzida pela suspensao das células em 10 mL do tampao de liberagao (tampéo
fosfato 50 mM, pH 7, 2-mercaptoetanol 10 mM, ditiotreitol 10 mM e MgCl,). A fragcéo
intracelular foi liberada incubando as células, das quais ja tinha sido extraida a

fragdo periplasmica, em tampao fosfato 100 mM pH 7, contendo 2 mM de MgCly,
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DTT 2%, e 5% de coquetel de inibidores de protease (Produto no. P8215, Sigma,
USA). Pérolas de vidro (425-600 wm) foram adicionadas e o rompimento total das
células foi realizado agitando a mistura em vortex por 5 periodos de 1 minuto, sendo
que entre cada dois periodos, a solugao era incubada em gelo por 1 minuto. Os
debris celulares foram separados por centrifugacédo e o sobrenadante foi utilizado

como contendo a fragao intracelular.

A atividade de esterase foi determinada espectrofotometricamente nessas trés
fracdes. O conteudo de proteina em todas as fracdes foi medido pelo método de
Bradford (produto B6916, Sigma, EUA), utilizando albumina bovina como padrao, de
acordo com as instru¢des do fabricante. A biomassa seca de cada amostra de 5 mL
foi determinada para cada frasco de cultivo, utilizando-se filtragdo da suspensao
celular em membranas de 0,45 um e posterior secagem em forno de microondas

(180 W, 15 min) (Olsson e Nielsen, 1997).

3.6. Analises de glicosilagdo da esterase

A esterase expressada pelas seis diferentes construgcboes de K. marxianus e K.
lactis (Tabela 5.2) foi analisada em relagdo ao grau de glicosilagdo nas fragbes do
sobrenadante e periplasmica. Para tal, o sobrenadante e a fracdo periplasmica
foram concentrados em ultrafiltros de corte 10 kDa (Millipore, EUA). Para esse
propésito, 15 ug da proteina foi desnaturada por incubagao por 30 minutos a 100 °C
em 10 uL de reacdo que continha SDS a 0,5% e 2-mercaptoetanol a 40 mM. Apds o
resfriamento, foram adicionados Tergitol NP-40, tampé&o fosfato pH 7,5 e PNGase F
(New England Biolabs, EUA) as respectivas concentragdes de 1%, 50 mM e 5 U/uL,
em um volume final de reagéo de 20 uL. A mistura foi incubada por 2 horas a 37 °C.
Os padrboes de migracdo das formas glicosiladas e desglicosiladas foram
comparadas em géis de SDS-PAGE a 10%. A atividade de esterase foi determinada
diretamente no gel utilizando o substrato a-naftil-acetato, conforme descrito
anteriormente (Schmidt-Dannert et al., 1996), com a diferenga que a reagao foi
incubada a 65 °C. Apds a incubacdo, esterases ativas apareciam em bandas

avermelhadas. Depois dessa reacédo especifica, os géis foram submetidos a
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coloragédo com coomassie blue R-250, conforme descrito por Laemmli et al. (1970),

para revelar as outras proteinas presentes em cada raia da eletroforese.

3.7. Caracterizagdo bioquimica da esterase

A enzima sintetizada pelos transformantes de cada espécie, tanto K. lactis
quanto K. marxianus, que exibiram maior atividade enzimatica por massa de células
nas fragcbes sobrenadante e periplasmica, foram sujeitas a caracterizagao
bioquimica, na qual o pH e temperatura de atividade 6tima e a estabilidade a
diferentes pHs e temperaturas foram estudados. A atividade de EST foi determinada
nos seguintes valores de pH: 3, 4, 5 (tamp&o acetato 50 mM contendo CaCl, 40
mM), 6, 7, 8 (tampao HEPES 50 mM contendo CaCl, 40 mM), 8,6, 9, 9,5, 10,2
(tampao Tris 50 mM contendo CaCl, 40 mM). A estabilidade térmica foi determinada
durante quatro horas de incubagdo a 80 °C, 85 °C e 90 °C. As amostras foram
retiradas nos tempos 0, 1, 2 e 4 horas e a atividade da enzima foi determinada
imediatamente. A estabilidade ao pH foi determinada medindo-se a atividade
residual da enzima apds 2 horas de incubagéo da enzima a 65 °C nos tampdes (de
pH 3 a 10,2) mencionados acima. A temperatura 6tima para atividade enzimatica foi
determinada incubando a enzima nas seguintes temperaturas: 40 °C, 45 °C, 50 °C,
55 °C, 60 °C, 65 °C e 75 °C.

4. Resultados e Discussao

4.1. Niveis de expressao de esterase

De acordo com a Tabela 5.3, todas as construgdes foram capazes de promover
a expressao e a secregao parcial da esterase heteréloga. Quando K. marxianus foi
utilizada como hospedeira, os transformantes Km1 e Km3 cresceram até uma

concentracgéao final de 11,5 g/L, o que indica uma conversdo normal de biomassa em
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substrato, j& que a concentracdo inicial da fonte de carbono dos cultivos era de
aproximadamente 20 g/L. As células contendo essas duas construgdes foram
capazes de secretar até o sobrenadante aproximadamente a metade da esterase
produzida, mas 30% ficou retida dentro da célula. Em contrapartida, a construcao
Km2 exibiu uma conversdo em biomassa dez vezes inferior ao final do cultivo em
batelada. Isso indica que esta construcdo epissomal exerceu influéncia sobre a
fisiologia da célula, talvez por carregar um plasmideo grande (maior que 10 kb) ou
por outro estresse como a resposta a proteina mal-editada (UPR, do inglés unfolded
protein response) (Mattanovich et al., 2004). Apesar de o transformante Km2
secretar uma quantidade maior de esterase relativa a proteina total produzida que
Km1 e Km3, isso ocorreu porque a quantidade de enzima intracelular foi
significativamente inferior ao determinado nas duas outras construgdes em K.
marxianus. Isso pode indicar que, no caso deste transformante, a proteina sofreu

degradacéo intracelular por UPR.

K. lactis expressou niveis mais altos de esterase que K. marxianus em ambos
os tipos de construgdo, ou seja, tanto com o promotor PGK quanto com o promotor
INU1. Esse resultado se opde aos dados publicados por Bergkamp et al. (1993), que
observaram uma expressdo muito mais alta da enzima a-galactosidase em K.
marxianus quando o promotor homdlogo INU1 foi utilizado. Esta levedura produziu
153 mg/L da enzima, enquanto K. lactis expressando a mesma enzima sob controle
do promotor PGK produziu 90 g/L. A mesma légica foi observada no Capitulo 4
desta Tese, em que K. marxianus expressou GOX em maiores niveis que K. lactis,
quando foi utilizado o promotor INUT e o inverso ocorreu na utilizacdo do promotor
PGK.

Tabela 5.3. Producédo heterdloga de esterase no sobrenadante, periplasma e intracelular nas
diferentes construgdes de K. marxianus e K. lactis.

©

Cons- Biomassa Atividade de esterase

tru- Final ® Sobrenadante Periplasma Intracelular Total
cao @) (gMS/L) U/mgProt U/gMS U/mgProt U/gMS U/mgProt U/gMS U/gMS
Km1 116+03 51+£11 225+35 7,609 84104 0,2+0,0 18,5+0,7 494 +4,6
Km2 1,6 £0,0 48+1,1 295+0,7 0,2%£0,0 7611 0,2+£0,0 3,41£0,2 40,5+ 0,1
Km3 11,4+0,1 6,1+0,3 285+0,7 17,2+04 8904 0,6 £0,1 19,5+0,7 56,9+1,0
KlI1 9,9+0,1 11,8+3,5 350+x14 985+64 625+92 24+0,1 192+8 294+ 0
K2 9,2+0,1 39+03 11,0+x00 37+00 30+00 0,700 380+0,0 520%0,0
KI3 9,6 £0,1 9,0+£0,8 30,0+1,4 1017 625+0,7 16+0/1 144 + 28 237 £ 25
(a) ver secdo de Materiais e Métodos, Tabela 5.1 e Figura 5.1. para descricdo das construgdes
genéticas;

(b) ver segdo de Materiais e Métodos para descrigdo das condi¢des de cultivo;
(c) fracionamento celular realizado de acordo com Rouwenhorst et al. (1988).
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Isso € uma evidéncia que a expressado heterdloga € dependente da proteina
expressada. As proteinas termofilicas nao sdo diferentes porque possuem
propriedades estruturais unicas, mas sao proteinas atipicas devido a sua intrinseca
estabilidade. As evidéncias indicam que a maior estabilidade das enzimas
termofilicas ndo podem ser atribuidas a um unico fator, mas é resultado de uma
série de efeitos estabilizadores como alta hidrofobicidade (Haney et al., 1997),
pontes de hidrogénio e ligagdes ibnicas (Vogt et al., 1997), pontes dissulfeto e
ligacbes metalicas (Fontana, 1988), e pontes salinas (Haney et al., 1997; Kumar et
al., 2000; Sadeghi et al., 2006). Essas caracteristicas aumentam a probabilidade de
a proteina nao ser corretamente editada e pode resultar no decaimento do
rendimento de expressao. De acordo com Porro et al. (2005), proteinas que contém
um alto numero de pontes dissulfeto sdo geralmente expressadas em menores
niveis em leveduras. Se o enrolamento correto parece ser um gargalo na expressao
de enzimas termofilicas, um aumento na transcricdo pelo uso de um promotor mais
forte ou 0 aumento do numero de cépias do gene nao irdo incrementar o rendimento
final de proteina, mas em contrapartida, podera acarretar na reducdao da
produtividade e gerar um estresse severo as células do hospedeiro (Mattanovich et
al., 2004). No caso deste K. marxianus, um menor rendimento em relacdo a K. lactis,
mesmo quando se utilizou o promotor INU1, pode ter sido causado por estresse
causado pelo incorreto enrolamento da proteina. Essa pode ser uma explicagao para
o baixo conteudo intracelular de esterase heterdloga observada em K. marxianus
quando comparada com K. lactis (Tabela 5.4). Levando-se conta que as mesmas
linhagens de leveduras expressaram GOX utilizando construgdes idénticas e que K.
lactis mostrou possui melhor capacidade de secreg¢ao das proteinas, o que se vé na
Tabela 5.4 pode parecer contraditério. Porém, os baixos niveis de esterase
intracelular de K. marxianus, provavelmente causado por degradagédo da enzima por
UPR, levam ao incremento da proporcado extracelular, levando-se a impressao que

K. marxianus, neste caso, secretaria maior quantidade de proteina que K. /actis.
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Tabela 5.4. Distribuicdo subcelular de esterase heteréloga nas diferentes construgbes de K.
marxianus e K. lactis.

) Atividade de esterase por gMS em cada fragio relativa a atividade total "

Construgdo ©@

Sobrenadante Periplasma Intracelular
Km1 45% + 3% 17% £ 1% 38% £ 2%
Km2 73% + 2% 19% £ 3% 8% £ 1%
Km3 50% £ 0% 16% £ 1% 34% £ 1%
Ki1 12% + 0% 23% £ 3% 65% £ 3%
KI2 21% + 0% 6% £ 0% 73% + 0%
KI3 13% + 2% 27% £ 3% 61% £ 5%
(a) ver secdo de Materiais e Métodos, Tabela 5.1 e Figura 5.1. para descricdo das construgdes

genéticas;
(b) ver segdo de Materiais e Métodos para descrigdo das condi¢des de cultivo;
(c) fracionamento celular realizado de acordo com Rouwenhorst et al. (1988).

Levando-se em consideracdo que uma solucédo impura contendo esterase pode
atingir uma atividade especifica de 100 U/mg Prot, neste trabalho foi alcancada a
producdo meédia de apenas 0,5 mgProt/mgMS. Quando se comparam esses
numeros ao que foi observado na expresséo de GOX (Capitulo 4), verifica-se que no
outro caso foram alcancados valores 20 vezes maior. Sabe-se que a expressao de
enzimas termofilicas em leveduras pode ser influenciada pela existéncia de codon
raros no mMRNA que codifica para o peptideo. Cédons que sdo comuns em espécies
como T. thermophilus podem ser raros em K. marxianus e, com iSso, a expressao
pode ser limitada pela quantidade de aminoacil-tRNA disponiveis na célula da
levedura (Romanos et al., 1992; Daly et al., 2005). Por exemplo, os genes de
Thermus thermophilus codificam mRNAs com codons raros para leveduras, como o
CCCpro, 0 qual ocorre em 4,2% dos codons que codificam para a esterase de
Thermus thermophilus HB27, similar as outras proteinas de Thermus como a
manosil-3-fosfoglicerato sintase e a manosil-3-fosfoglicerato fosfatase, nas quais o
cddon CCCpy, esta presente em 3,8% e 6,2% dos cddons totais, respectivamente
(Empadinhas et al., 2003). No entanto, proteinas homodlogas de K. marxianus e K.
lactis possuem, em meédia, apenas 0,22% e 0,45% do codon mencionado em seu
mMRNA total, respectivamente (Codon Usage Database, 2009). Isso pode resultar em
um decréscimo no rendimento da producdo de proteina heterdloga, fendmeno
também observado em outros hospedeiros, como E. coli expressando proteinas de
Thermoplasma acidophilum (Kim e Lee, 2006) e Pichia pastoris expressando o fator
de crescimento da epiderme de camundongo (Clare et al., 1991). Isso indica que um
aumento no rendimento de produgdo da enzima heteréloga poderia ser alcangado
pela insercdo de mutacgdes, trocando os codons raros por seqléncias mais comuns

as leveduras.
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4.2. Caracterizagdo bioquimica da esterase heterdloga

A caracterizagdo bioquimica realizada neste trabalho, em termos da atividade
sob diferentes valores de pH e temperaturas (Figura 5.2), em termos da estabilidade
a diferentes temperaturas (Figura 5.3) e valores de pH e em termos da estimativa do
peso molecular em SDS-PAGE, confirmou que ambas linhagens de leveduras foram

capazes de expressar e secretar enzimas bioquimicamente semelhantes.

O pH étimo da enzima esta entre 8 e 9 para todos os casos investigados
(Figura 5.2B). O perfil de atividade de esterase versus pH para ambas as linhagens
€ similar ao observado em esterases homélogas de Thermus thermophilus HB27
(Fucifios et al., 2005). No entanto, os autores avaliaram uma mistura de duas
enzimas (34 kDa e 62 kDa) que apresentavam atividade de esterase, e concluiram
que uma das duas enzimas possui atividade maxima a pH entre 5 e 7 e uma outra
apresentava melhor atividade em pH 9. Como neste trabalho apenas a menor
enzima foi expressada, € mais provavel que a esterase de 34 kDa seja a
responsavel por apresentar atividade maxima em valores de pH alcalinos. Quando a
esterase heterdloga produzida por ambas as espécies de levedura foi incubada a 50
°C por 2 horas em diferentes valores de pH, a atividade permaneceu estavel durante

o periodo de incubacgao do pH 4 ao pH 9.

——{}—— Km sobrenadante 00 - {}—— Km sobrenadante
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Figura 5.2. Atividade da esterase a diferentes temperaturas e pHs. (A) Grafico que relaciona a
atividade da esterase nas fragbes subcelulares a temperatura de hidrélise e (B) A atividade de
esterase foi determinada em pH de 3 a 10,6. Cada ponto é a média de uma duplicata. Km
sobrenadante e Km periplasma: esterase produzida pela construgdgo Km3. Kl sobrenadante e Ki
periplasma: esterase produzida pela construgao Ki1.

A andlise do efeito da temperatura na atividade 6tima das esterases

heterdlogas foi realizada incubando as enzimas em temperaturas que variavam de
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40 °C a 75 °C (Figura 5.2A). A temperatura 6tima de catalise foi de 50 °C para K.
marxianus e de 45 °C para K. lactis para ambas fragdes: sobrenadante e periplasma.
As temperaturas 6timas de atividade foram menores que a determinada por Fucifios
et al. (2005), que para a mistura de duas esterases (34 e 62 kDa), determinaram que
a maior velocidade de hidrdlise ocorreu a 65 °C. Outra consideracdo importante é
que como as enzimas heterélogas permaneceram estaveis a temperaturas de 80 °C,
o decaimento na atividade da enzima que foi incubada a temperaturas acima de 50
°C ocorreu nao por desnaturacdo, mas sim por mudancgas reversiveis e parciais na

conformacgao da proteina.

O efeito da temperatura na atividade e estabilidade da enzima heterdloga é
uma das mais importantes avaliacbes quando se expressa uma proteina termofilica.
De acordo com a Figura 5.3, a esterase heterdloga de K. marxianus permaneceu
estavel por pelo menos 4 horas a 80 °C. Em contrapartida, a esterase de K. lactis
que foi secretada ao sobrenadante perdeu praticamente toda sua atividade durante
o mesmo periodo nas mesmas condigcdes. J& a enzima que se manteve no
periplasma se apresentou mais estavel, perdendo apenas 20% da atividade no
mesmo periodo. Quando as enzimas foram incubadas a 85 °C e a 90 °C, elas
mostraram perfis de inativacdo semelhantes e, na ultima temperatura citada, a
atividade de esterase caiu a zero em duas horas de incubacdo. A esterase
heterdloga foi menos estavel que aquela produzida pelo préprio T. thermophilus, que
mantém sua atividade residual em quase 100% apds 2 horas de incubacgado a 85 °C
(Fucifios et al., 2005).
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Figura 5.3. Estabilidade da esterase a diferentes temperaturas. A atividade residual da enzima foi
medida ap6s manté-la incubada a (A) 80 °C; (B) 85 °C; (C) 90°C. Cada ponto é a média de uma
duplicata. Km sobrenadante e Km periplasma: esterase produzida pela construgcdo Km3. Ki
sobrenadante e Kl periplasma: esterase produzida pela construgao Ki1.

Mudancas conformacionais foram provavelmente responsaveis pela perda de
estabilidade das proteinas heterélogas frente a temperatura, quando comparadas
com as homodlogas. Como a esterase de 34 kDa de Thermus thermophilus possui
dois sitios para adigao de N-glicosilagbes, a inser¢cdo de glicidios na estrutura da
proteina alterou sua conformagéo original, sob a qual a enzima possuia maior
termoestabilidade. Essas alteragbes conformacionais levaram ao enfraquecimento
das interagdes eletrénicas responsaveis pela destacada estabilidade das proteinas
termofilas. Essa constatagdo motivou a investigagcdo sobre o padrao de glicosilagao

das esterases expressadas em K. marxianus e K. lactis.

Nas Figuras 5.4A e 5.4B é possivel verificar que a esterase heteréloga é
expressa na forma de trés peptideos ativos tanto em K. marxianus quanto em K.
lactis. Como todos os sistemas de expressido foram desenvolvidos para expressar
apenas uma esterase de 34 kDa com dois pontos potenciais para glicosilagao,
sugere-se que as duas outras bandas mais pesadas sdo relativas a esterases

glicosiladas em dois diferentes niveis, resultando em glicoproteinas de
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aproximadamente 38 kDa e 42 kDa. O mesmo fenémeno ja foi observado em outros
organismos, como no caso de quitobiosidases homdlogas produzidas por
Trichoderma harzianum (Harman et al., 1993), em serina proteases extracelulares
extraidas do endotélio de veias umbilicais humanas (Rao et al., 1996), e numa
lacase produzida por Pleorotus ostreatus (Giardina et al., 1999). Diferentes niveis de
glicosilacdo foram também observados em carboxipeptidase de S. cerevisiae
(Moehle et al., 1987).
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Figura 5.4. SDS-PAGE com duas coloragdes para a analise do padrdo de glicosilagdo da esterase
expressada. Em marrom: bandas com atividade de esterase. Em azul, demais proteinas. (A) Esterase
do periplasma de K. marxianus; (B) Esterase do periplasma de K. lactis. Glyc: enzima glicosilada.
Deglyc: enzima desglicosilada com PNGase F, como descrito no item sobre métodos. Os cddigos das
construcoes estao listados na Tabela 5.2.

Quando as cadeias de carboidrato foram retiradas das esterases heterdlogas
utilizando-se a enzima PNGaseF, foi possivel verificar que em todas as construcoes,
tanto em K. marxianus quanto K. lactis, a concentragdo de enzima desglicosilada
aumentou em relacdo as outras duas formas, porém a enzima PNGaseF nao foi
capaz de clivar todas as ligagdes Asn-GIcNAc, provavelmente por dificuldade de
acesso da enzima de desglicosilagdo. Varios protocolos, os quais variavam o tempo
de desnaturagdo da enzima e a concentracdo dos agentes desnaturantes foram
testados. Quando a esterase foi incubada por mais de 30 minutos a 100 °C,
nenhuma diferenca na remog¢ao dos carboidratos foi observada. Além disso, varias
concentragbes de PNGaseF e tempos de incubacédo para a hidrolise de glicanos
foram testados e ndo foi observada diferenga significativa da remocgédo dos
carboidratos. Dados comunicados verbalmente pela Dra. Maria Isabel Gonzalez-
Siso, co-autora deste trabalho, trazem a informacdo de que a retirada total dos

agucares das mesmas trés formas de esterase foi realizada com sucesso em seu
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laboratério, utilizando a enzima EndoH, a qual libera as glicosilagbes, com excegao
do residuo de GIcNAc ligado a asparagina. O resultado foi uma unica banda
desglicosilada. Portanto, a enzima PNGaseF pode sido impedida de acessar o seu
substrato, a ligagdo GIcNAc-Asn, ao contrario da Endo H, que cliva uma ligagao
mais periférica, o que pode ter sido o fator que resultou numa maior efetividade da

ultima.

De acordo com a Figura 5.4B, é possivel observar que K. lactis é capaz de
produzir um peptideo ativo de aproximadamente 130 kDa. Esse agregado ativo
apresenta peso molecular aproximado de um trimero hipotético da forma mais
glicosilada, ou mesmo um tetramero formado por peptideos de 34 kDa. Fucifios et
al. (2005) mostraram que, a temperatura ambiente, a esterase de 34 kDa de T.
thermophilus HB27 também existe como um trimero. Como as estruturas das
proteinas termofilicas diferem das mesofilicas devido a formacao de pontes salinas e
de hidrogénio (Sadeghi et al., 2006); Karshikoff et al., 1998), a alta interagédo
eletrostatica pode resultar em formagdo de agregados, como o trimero observado

neste caso.

5. Conclusoes

Foi expressada uma esterase de 34 kDa de Thermus thermophilus em
Kluyveromyces marxianus e em Kluyveromyces lactis usando trés diferentes
sistemas de expressdo: dois epissomais e um integrativo. O promotor INU7 foi
utilizado em um sistema epissomal (Km2 e Kl2) e um integrativo (Km3 e KI3),
enquanto um outro sistema epissomal (inserido em Km1 e KI1) tinha o promotor
PGK de S. cerevisiae promovendo a expressao heterdloga da esterase. Os
resultados indicaram que os niveis de expressao sao dependentes da proteina
expressada, ja que a expectativa de maior expressao das construgdes derivadas de
INU1 ndo foram observadas em K. marxianus. Além disso, a termoestabilidade da
enzima foi afetada. Enquanto as enzimas heterdlogas perderam quase metade de
sua atividade quando incubadas a 85 °C por duas horas, a enzima de Thermus

thermophilus ndo teve sua atividade afetada pelo mesmo periodo e a mesma
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temperatura. O pH 6timo das enzimas produzidas por ambas espécies de
Kluyveromyces esteve entre 8 e 9, valores semelhantes aos determinado em uma
das esterases de T. thermophilus. A temperatura 6tima para atividade de esterase
expressada em K. marxianus foi de 50 °C, cinco graus mais alta que a temperatura
otima da enzima produzida por K. lactis, enquanto a temperatura em que a enzima
homodloga apresenta maior atividade € de 65 °C. Sugere-se que essa diferencga foi
devida a insercao de carboidratos as proteinas pelas leveduras hospedeiras através
do mecanismo de glicosilagdo. Um rearranjo eletrénico nas cargas da proteina pode
ter causado modificagdes nas estruturas essenciais de manutencido da
termoestabilidade da molécula. No entanto, ndo foi possivel observar diferengas na
quantidade de carboidratos adicionada por cada organismo sobre a enzima. Ambos
expressaram esterases em trés niveis de glicosilagdo distintos: desglicosilada,
glicosilada em um ponto e glicosilada em dois pontos. Contudo, K. marxianus se
mostrou capaz de expressar essa enzima termoestavel, sendo que esta apresentou
uma ligeira diferengca em relagdo a termoestabilidade e a temperatura de maxima
atividade que a enzima produzida por K. lactis. Essa diferengca pode ter sido

influenciada pelo carater termotolerante de K. marxianus.
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1. Conclusodes gerais da Tese

Este trabalho alcangou os trés objetivos principais listados na introdugéo, que

foram:

* Realizar um estudo comparativo entre diferentes linhagens de Kluyveromyces
marxianus para verificar qual seria a linhagem mais adequada para ser usada
como hospedeira na sintese de proteinas heterdlogas;

* Construir sistemas de expressao contendo os genes da glicose oxidase de
Aspergillus niger e de uma esterase de Thermus thermophilus. Usar esses
sistemas de expressao para transformar células de K. marxianus, cuja
linhagem fora selecionada na primeira fase do estudo, e também de K. /actis
CBS 2359, que serviria para comparar aquela espécie com esta, que é
geneticamente proxima e amplamente estudada pela comunidade cientifica
como hospedeira de genes heterdlogos;

* Realizar cultivos para verificar os niveis de expressdo de cada enzima e

caracteriza-las bioquimicamente.

Na primeira etapa desta Tese, descrita no capitulo 2, foram estudadas 3
linhagens de Kluyveromyces marxianus, sendo que a K. marxianus CBS 6556 se
mostrou mais apropriada como hospedeira para a sintese de proteinas heterélogas.
Os fatores que levaram a esse resultado foram: a forte caracteristica Crabtree-
negativa da linhagem (baixa formacao de metabdlitos extracelulares em aerobiose e
alto fator de conversdao de substrato a células) e alta capacidade de produgao

extracelular da enzima homéloga e glicosilada inulinase.

A segunda etapa, descrita no capitulo 3, iniciou com a mutagao da linhagem K.
marxianus CBS 6556 para o fendtipo ura-, o que foi realizado por selecdo de
mutantes estaveis em placas contendo 5-FOA. A partir dai, iniciou-se a construcao
dos vetores de expressdo. Como resultado, foram construidos trés sistemas de
expressao para cada proteina heterdloga a ser expressa: a glicose oxidase (GOX)
de Aspergillus niger e uma esterase de Thermus thermophilus, totalizando 12

sistemas de expressdo (ja que cada um deles foi inserido tanto na espécie K.
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marxianus, como em K. lactis). Os sistemas foram: um epissomal, em que os genes
estavam sob controle do promotor PGK de S. cerevisiae e com sinal de secrecéo da
proteina killer k1 de K. lactis; outro epissomal, em que 0s genes estavam sob
controle do promotor do gene INU71 de K. marxianus e sinal de secre¢cao da prépria
inulinase de K. marxianus; e um integrativo, com os mesmos elementos genéticos
deste ultimo sistema epissomal. Com esse trabalho, foi possivel observar fatos
antes nao descritos, como por exemplo que K. lactis é capaz de utilizar o promotor
INU1 de K. marxianus para promover sintese de proteinas heterélogas. E também
verificou-se que é possivel usar um plasmideo integrativo desenhado para integrar

no gene URA3 de K. marxianus, também para integrar no genoma de K. /actis.

Na terceira etapa, conforme descrito nos capitulos 4 e 5, foi estudada a
expressao dos dois genes heterélogos. Verificou-se que a expressao que cada
sistema é capaz de conferir depende do gene a ser expresso, pois resultados
distintos foram observados quanto a produgcdo das enzimas por cada sistema
construido, ja que a linhagem Km2 (de K. marxianus) foi a melhor produtora de GOX
(1722 U/g MS) e a KI1 (de K. lactis) foi a melhor produtora de esterase (294 U/g
MS). Em relagdo a GOX, foi possivel concluir que a enzima heterdloga possuia
grande semelhanga bioquimica com a enzima homologa de A. niger, apesar de que
K. lactis e K. marxianus adicionam mais glicosilagbes que A. niger e a primeira
levedura acrescentou um maior numero de moléculas de agucares a cadeia
peptidica que a segunda. Em relagdo a esterase, foi verificado que a enzima
produzida em K. marxianus apresentou uma estabilidade a temperatura ligeiramente
maior que a enzima produzida em K. lactis. A temperatura étima de atividade da
esterase foi também mais alta em K. marxianus que em K. lactis. Porém, ambas se

mostraram menos estaveis que a esterase homologa de Thermus thermophilus.

Ao final, foi possivel verificar que a levedura Kluyveromyces marxianus pode
ser utilizada como hospedeira na sintese de proteinas heterdlogas. Além disso,
possui virtudes fisioldgicas que podem resultar em maiores produtividades em nivel
industrial, conforme amplamente demonstrado em varios trabalhos anteriores
disponiveis na literatura. Com isso, este trabalho contribuiu para trazer a tona essa
alternativa de hospedeiro, aumentando o espectro de leveduras além das ja

consagradas S. cerevisiae, K. lactis, H. polymorpha, P. pastoris, etc.
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2. Sugestoes para trabalhos futuros

A seguir, encontram-se algumas sugestdes para estudos futuros, que poderao

contribuir para o aprofundamento do tema abordado nesta tese:

* Determinar o numero de cépias dos plasmideos de cada construcao
epissomal, tanto em K. marxianus quanto em K. lactis;

* Determinar a atividade de protease em cada fracao celular da levedura;

* Determinar o peso exato de cada glicoproteina por espectometria de massa;

* Sequenciar as cadeias de agucares anexadas as proteinas por ambas as
leveduras, para comparar seus mecanismos de glicosilagao;

* Determinar os niveis de mRNA das duas proteinas e relacionar com os niveis
de expressao, principalmente no caso da esterase, em que houve suspeita de
degradagéao de peptideos mal-formados;

* Realizar estudos estruturais nas esterases para detectar as diferencas que a
enzima heterdloga apresenta em relacdo a homoéloga e que eventualmente
levaram a perda da termoestabilidade da primeira;

* Realizar mutagdes silenciosas na sequéncia da esterase, alterando os cédons
raros, por outros comuns as leveduras e verificar se ha alteragdo no nivel de
expressao;

* Realizar cultivos em batelada alimentada para que seja alcangada alta
densidade celular. Testar a indugdo da expressdo dos genes heterdlogos
nestas condigdes;

* Testar diferentes meios de cultura, de menor custo, para verificar a capacidade
deste hospedeiro em expressar os genes heterdlogos em situagdes mais

proximas a realidade industrial.
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APENDICE A - GRAFICOS DAS CINETICAS DE CRESCIMENTO DE

K. marxianus E K. lactis
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Figura A.1. Curvas de crescimento e formagao de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 6556 e (B) K. marxianus
CBS 397 utilizando glicose (10g/L) como fonte de carbono a 30 °C. Legenda: (X) concentragdo celular
(Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol,
succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois
cultivos isolados.
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Figura A.2. Curvas de crescimento e formagédo de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 712 e (B) K. lactis CBS
2359 utilizando glicose (10g/L) como fonte de carbono a 30 °C. Legenda: (X) concentragao celular (Absorbancia
a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol, succinato
(mM), respectivamente. Os pontos apresentados s@o os valores médios determinados a partir de dois cultivos
isolados.
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Figura A.3. Curvas de crescimento e formagao de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 6556 e (B) K. marxianus
CBS 397 utilizando glicose (10g/L) como fonte de carbono a 37 °C. Legenda: (X) concentragdo celular
(Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol,
succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois
cultivos isolados.
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Figura A.4. Curvas de crescimento e formagdo de metabdlitos de K. marxianus CBS 712 utilizando glicose
(10g/L) como fonte de carbono a 37 °C. Legenda: (X) concentragdo celular (Absorbancia a 600 nm); (GLC)
glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) dglicerol, acetato, piruvato, etanol, succinato (mM),
respectivamente. Os pontos apresentados séo os valores médios determinados a partir de dois cultivos isolados.
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Figura A.5. Curvas de crescimento e formagao de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 6556 e (B) K. marxianus
CBS 397 utilizando lactose (10g/L) como fonte de carbono a 30 °C. Legenda: (X) concentragdo celular
(Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol,
succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois
cultivos isolados.
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Figura A.6. Curvas de crescimento e formagao de metabdlitos de (A) K. lactis CBS 2359 e (B) K. marxianus CBS
6556 utilizando lactose (10g/L) como fonte de carbono a (A) 30 °C e (B) 37 °C. Legenda: (X) concentragao
celular (Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato,
etanol, succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir
de dois cultivos isolados.
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Figura A.7. Curvas de crescimento e formagédo de metabolitos de K. marxianus CBS 397 utilizando lactose
(10g/L) como fonte de carbono a 37 °C. Legenda: (X) concentragdo celular (Absorbancia a 600 nm); (GLC)
glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) dglicerol, acetato, piruvato, etanol, succinato (mM),
respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois cultivos isolados.
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Figura A.8. Curvas de crescimento e formagao de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 6556 e (B) K. marxianus
CBS 397 utilizando sacarose (10g/L) como fonte de carbono a 30 °C. Legenda: (X) concentragdo celular
(Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol,
succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois
cultivos isolados.
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Figura A.9. Curvas de crescimento e formagédo de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 712 e (B) K. lactis CBS
2359 utilizando sacarose (10g/L) como fonte de carbono a 30 °C. Legenda: (X) concentragdo celular
(Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato, etanol,
succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir de dois
cultivos isolados.
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Figura A.10. Curvas de crescimento e formagcdo de metabdlitos de (A) K. marxianus CBS 6556 e (B) K.
marxianus CBS 397 utilizando sacarose (10g/L) como fonte de carbono a 37 °C. Legenda: (X) concentragado
celular (Absorbancia a 600 nm); (GLC) glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) glicerol, acetato, piruvato,
etanol, succinato (mM), respectivamente. Os pontos apresentados sdo os valores médios determinados a partir
de dois cultivos isolados.
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Figura A.11. Curvas de crescimento e formacéo de metabdlitos de K. marxianus CBS 712 utilizando sacarose
(10g/L) como fonte de carbono a 37 °C. Legenda: (X) concentragdo celular (Absorbancia a 600 nm); (GLC)
glicose (g/L); (GLY, ACET, PYR, ETH, SUCC) dglicerol, acetato, piruvato, etanol, succinato (mM),
respectivamente. Os pontos apresentados sao os valores médios determinados a partir de dois cultivos isolados.
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APENDICE B - GRAFICOS DAS CINETICAS DE FORMACAO DE
INULINASE EM K. marxianus
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Figura B.1. Curvas de crescimento (das duas repetigdes de cada condi¢do), consumo e hidrélise da sacarose e
formagédo de inulinase de K.marxianus a 30°C. (A e B) K. marxianus CBS 6556. (C e D) K. marxianus
NRRLy2415. (E e F) K .marxianus PYCC 3886. Legenda: (X) concentracdo celular (DO600); (SAC) sacarose
(g/L); (GLC) glicose (g/L); (FRU) frutose (g/L); (Inu esp) Atividade especifica de inulinase extracelular (U/mgMS);
(Inu) Atividade de inulinase extracelular (U/mL).



179

X SAC + GLC + FRU e lnuesp & Inu X SAC + GLC + FRU elnuesp &I

12 30 12 30
%10 A 25 g 310 < B 25 2
2 2 3
£ s / 203 & g ‘ /— 20 :;E,
53 / T \
3 6 A / 15 % 3 6 . / 15 %
g y 5 o 2 3 A H

. ) el a2

- o4 e / 10 = 4 / 10
3 ) A g ’ )

2 o 05 2 2 . 08 2
3 . . ; 3 . . —ah A . 2

" \

0 T8 3008 ge-b-a 00 0 et 4 s tebbaa—t-9 00
441321109 8 .7 6 5 432101 2 3 A4 3211109 8 .7 6 5 4 320 1 23
Tempo relativo a0 esgotamento da sacarose (h) Tempo relativo ao esgotamento da sacarose (h)

X #GLC + FRU elnuesp & lnu X SAC + GLC + FRU e lnuesp & lnu
12 3o 12 30
310 c 258 310 : ° D 25 8
= = <
€ s -E» € s 5
9 a 9 a
-O' 6 ) -0' 6 ]
g Z g 2
= 4 3 =4 2
E E
2 2 2 2
< ot f R ., =
. . : =8 0 . :
0 . - e
1413211109 8 .7 6 5 4 32490123 141321109 8.7 6 5 43290123
Tempo relativo a0 esy: da {h) Tempo relativo ao esgotamento da sacarose (h)
X SAC + GLC + FRU -elnuesp & Inu X SAC + GLC + FRU e lnuesp &l
12 30 12 30
é 10 B E 25 2 é 10 F 25 2
2 2
: - £ g £
G ® N 203 & g 20 3
S . ] &
o v 0 v
g 6 " 153 pr 6 15 ;
3 o £
= 4 10-5' i “ Io-ga
% B . 05 3 3 s
3 . - % § 3 ! * kr/ L ° i
—_— - : 4 4
0 —d— 4t 0.0 0 —h— e et 00
4413211109 & 7 65 85 4 32901 2 3 413211109 8 7 6 5 4 3290123
Tempo relativo a0 esgotamento da sacarose (h) Tempo relativo ao esgotamento da sacarose (h)

Figura B.2. Curvas de crescimento (das duas repetigdes de cada condi¢édo), consumo e hidrélise da sacarose e
formagédo de inulinase de K.marxianus a 37°C. (A e B) K. marxianus CBS 6556. (C e D) K. marxianus
NRRLy2415. (E e F) K .marxianus PYCC 3886. Legenda: (X) concentragédo celular (DO600); (SAC) sacarose
(g/L); (GLC) glicose (g/L); (FRU) frutose (g/L); (Inu esp) Atividade especifica de inulinase extracelular (U/mgMS);
(Inu) Atividade de inulinase extracelular (U/mL). No diagrama C, a sacarose nao foi determinada.
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