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RESUMO

CAVALCANTI, M. A. Clonagem, expressao heteréloga e caracterizagao
funcional de peptidase de Fusarium oxysporum em Pichia pastoris. 2019. 73f.
Dissertagao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

As peptidases sdo enzimas da classe das hidrolases que catalisam a quebra de
ligacBes peptidicas de proteinas e peptideos. Essas enzimas tém elevada relevancia
em aplicagdes industriais, sendo bastante utilizadas na producdo de detergentes.
Muitas enzimas sdo produzidas através da expressido heteréloga em P. pastoris,
sistema de expressdo heterdloga com propriedades vantajosas sobre outros
sistemas. Diante da importancia das enzimas em varias atividades biologicas e de
suas possiveis aplicacdes na industria, este trabalho teve como objetivo a obtencao
de uma peptidase funcional de Fusarium oxysporum através da expressao
heterdloga em sistema de P. pastoris. Este estudo realizou a clonagem génica e
producdo de uma peptidase de F. oxysporum através de expressao heteréloga em
P. pastoris. A peptidase em questdo é uma subtilisina, que necessita da clivagem de
sua pro-regido inibitéria para que exerca atividade. Desse modo optou-se por
produzir a peptidase em sua forma madura recombinante (PMAD) como forma de
obter a enzima funcional. Testou-se a expressdao em Pichia pastoris de forma
induzida, através do promotor pAOX1 e constitutiva, através do promotor pGAP,
sendo que sua produgdo de forma constitutiva ndo foi possivel. A peptidase
produzida foi purificada por cromatografia de afinidade e apresentou atividade
funcional evidenciada pela analise do efeito proteolitico. Além disso, a temperatura
de 40 °C e o pH 8,0 foram identificados como condigbes o6timas para atividade
enzimatica. Diante dos resultados apresentados pode-se dizer que este estudo
contribui muito para o conhecimento cientifico e para a indicagdo de uma potencial
molécula a ser empregada no desenvolvimento de produtos industrializados.

Palavras-chave: Peptidase, Fusarium oxysporum, subtilisina, Pichia pastoris.
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ABSTRACT

CAVALCANTI, M. A. Cloning, heterologous expression and functional
characterization of Fusarium oxysporum peptidase in Pichia pastoris. 2019.
73f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Peptidases are enzymes of the class of hydrolases that catalyze the breakdown of
peptide bonds of proteins and peptides. These enzymes have high relevance in
industrial applications and are widely used in the production of detergents. Many
enzymes are produced by heterologous expression in P. pastoris, a heterologous
expression system with advantageous properties over other systems. In view of the
importance of the enzymes in various biological activities and their possible
applications in the industry, the objective of this work was to obtain a functional
peptidase of Fusarium oxysporum through heterologous expression in P. pastoris
system. The peptidase in question is a subtilisin, which requires the cleavage of its
inhibitory pro-region to exert activity. Thereby it was chosen to produce the peptidase
in its mature recombinant form (pMAD) as a way of obtaining the functional enzyme.
The expression in Pichia pastoris was induced in an induced manner, through the
pAOX1 and constitutive promoter, through the pGAP promoter, and its constitutive
production was not possible This study carried out the genetic cloning and production
of a peptidase of F. oxysporum through heterologous expression in P. pastoris. The
recombinant mature peptidase (pPMAD) was purified by affinity chromatography and
showed functional activity evidenced by proteolytic effect analysis. In addition, the
temperature of 40 °C and pH 8.0 were identified as optimum conditions for enzymatic
activity. In view of the presented results it can be said that this study contributes
much to the scientific knowledge and to the indication of a potential molecule to be
used in the development of industrialized products.

Key words: Peptidase, Fusarium oxysporum, subtilisin, Pichia pastoris.
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INTRODUCAO

A biotecnologia pode ser amplamente definida como “o uso de organismos ou
de seus produtos para fins comerciais”. Assim, a biotecnologia (tradicional) tem sido
praticada desde o inicio da historia dos registros. A panificagdo, a fabricagdo de
bebidas alcodlicas e a producdo de alimentos foram os primeiros produtos da
biotecnologia. Mas desenvolvimentos recentes em biologia molecular deram a
biotecnologia novo significado, nova proeminéncia e novo potencial. Agora é a
biotecnologia moderna que conquistou a atengdo do publico. A biotecnologia
moderna pode ter um efeito dramatico na economia e na sociedade mundiais (SAl et
al., 2011).

A biotecnologia pode ter muitas aplicagdes e envolver muitos processos,
dentre os varios existentes, podemos citar a engenharia genética. Esta engenharia
baseia-se no processo de transferir genes individuais entre organismos ou modificar
0s genes de um organismo para remover ou adicionar uma caracteristica ou
caracteristica desejada. A partir desta biotecnologia, podemos obter varios produtos
para uma diversidade de propdsitos (SAl et al., 2011).

Muitos micro-organismos, como bactérias, actinomicetos, fungos e leveduras,
produzem grupos de enzimas versateis e atraentes com uma ampla variedade de
estruturas e aplicagdes comerciais (DENG et al., 2010; GODFREY & WEST, 1996).

A possibilidade da producdo de enzimas por micro-organismos, e a
bioengenharia de enzimas para produgdo heterdloga, levou ao estudo de uma
peptidase nativa de Fusarium oxysporum, bem como a obtengdo de uma quimera
recombinante contendo essa peptidase juntamente com uma lipase (SIQUEIRA,
2017). Os resultados desse estudo demonstraram que tal enzima possui
versatilidade em diferentes condicbes, além de elevada atividade proteolitica
(SIQUEIRA, 2017). Diante dos fatos apresentados, este trabalho apresenta os
estudos realizados para a producdo de uma peptidase de Fusarium oxysporum
através de expressdo heteréloga em P. pastoris como forma de verificar se a

producao da peptidase sem a lipase seria mais eficiente.



1.1. Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas bioldgicas que atuam como catalisadoras de
reacbes quimicas. Sao essenciais para o sistema metabdlico de todos os
organismos Vvivos, pois possibilitam que as reagdes fisiolégicas ocorram mesmo
quando em condigdes desfavoraveis ou improvaveis no ambiente celular. Na
auséncia delas as reagdes ocorreriam a uma taxa muito baixa o que inviabilizaria
alguns processos biolégicos. O mecanismo de catalise de uma enzima ocorre em
uma regido da molécula chamada de sitio ativo, no qual o substrato se liga
especificamente favorecendo energeticamente a reagcao quimica. (LEHNINGER et
al., 2002).

As enzimas estdo localizadas nos espacos intra ou extracelulares e sao
caracterizadas pela alta seletividade ao substrato e por ndo serem degradadas
durante as reagbes nas quais atuam. Os niveis desses biocatalisadores sao
altamente regulados por mecanismos de modificagdes covalentes, ativagao
proteolitica e degradagado, a fim de manter a dindmica celular. Além disso, as
enzimas podem se ligar a outras moléculas organicas ou ndo, as quais podem
desencadear alteragdes alostéricas, promovendo a regulagdo da atividade
enzimatica. (HO & GIBALDI, 2013).

Enzimas sdo produzidas pelos organismos para atuarem como
biocatalisadores das reagbes metabdlicas essenciais. As enzimas de origem
microbiana sdo de extrema importincia econOmica, devido ao baixo custo e
facilidade de produgao quando comparadas com as de origem animal e vegetal. Os
principais microrganismos utilizados para essa finalidade s&o os fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), como
forma de padronizar e unificar a nomenclatura da grande diversidade das enzimas,
as dividiu em seis classes, segundo as reagdes que catalisam em: EC 1-
oxidorredutases (catalisam reagdes de oxidorredugdes); EC 2- transferases
(catalisam reacdes de transferéncia de grupos de uma molécula a outra); EC 3 -
hidrolases (catalisam reac¢des de hidrélise); EC 4 - liases (catalisam reagdes de
quebra de ligagdes covalentes); EC 5 - isomerases (catalisam reagbes de mudanca
intramolecular, onde um substrato transforma-se em um produto isomérico) e EC 6 -

ligases (catalisam a ligacao covalente de moléculas, com simultadnea quebra de uma



ligagdo de alta energia) (SANT'ANNA JUNIOR, 2001). A tabela 1 traz exemplos de

enzimas de cada uma das classes enzimaticas descritas.

Tabela 1. Classes de enzimas segundo a nomenclatura definida pela IUBMB com
suas respectivas atividades e exemplos (adaptada de SANT'ANNA JUNIOR, 2001).

Classe Catalisam Exemplos de enzimas
EC1 - ~ . . Lactato desidrogenase,
. Reacdes de oxidorreducdes : .
Oxidoredutases peroxidases, oxigenases
EC 2 - Transferéncia de grupos de alanina aminotransferase,
Transferases uma molécula a outra hexoquinase, transaldolases
EC 3 - ~ oy Peptidases, lipases,
. Reacdes de hidrolise P : P
Hidrolases fosfatases, amilases
. L iruvato descarboxilase,
EC 4 - Liases Quebra de ligagdes P
fumarase
Mudancga intramolecular :
EC5 - ~ alanina racemase,
para a formacdo de ..
Isomerases A fosfoglicoisomerase
isbmero
Ligacdo covalente de
. moléculas, com simultdnea glutamina sintetase, piruvato
EC 6 - Ligases L )
quebra de uma ligagdo de carboxilase
alta energia
1.2. Peptidases

As peptidases sdo enzimas da classe das hidrolases que catalisam reagdes
de quebra de ligagcdes peptidicas de proteinas e peptideos. O Comité de
Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular recomenda
a utilizagao do termo peptidase para se referir a essa subclasse, entretanto, o termo
protease ainda € o mais utilizado, o termo enzimas proteoliticas também é
encontrado (RAWLINGS, 2007).

As peptidases tém muitas fungbes fisiolégicas como, por exemplo, na
ativacdo de pré-formas zimogénicas de enzimas, coagulagdo sanguinea, lise de
coagulos de sangue, processamento e transporte de proteinas secretadas através
das membranas. Além disso, essas enzimas sdo altamente relevantes em
aplicagdes industriais, sendo bastante utilizadas na produgdo de detergentes, por
serem eficientes na remocdo de manchas causadas por proteinas, através da
degradacdo dessas moléculas, como por exemplo, em manchas de sangue
(BRYAN, 2000).



A familia de peptidase mais bem caracterizada e envolvida em diversos
processos fisiolégicos é a das serino peptidases, exemplificada pelas enzimas
pancreaticas tripsina, quimotripsina, elastase e calicreina. A marca de seus sitios
ativos é a triade catalitica, composta pelos aminoacidos acido aspartico (Asp-102),
histidina (His-57) e serina (Ser-195) (Figura 1). A catalise ocorre via um estagio de
transicdo intermediario durante os estagios de acilagdo e desacilagcdo (KRAUT,
1977).

Figura 1. Esquema representativo da hidrolise de uma ligacdo peptidica pela
quimotripsina. Nesta imagem é mostrada a triade catalitica que envolve os

aminoacidos acido aspartico (Asp), histidina (His) e serina (Ser).
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Fonte: Retirado de EREZ, E., FASS, D., & BIBI, E (2009).

As serino peptidases sao divididas em superfamilias, sendo que o maior
namero de representantes se encontra nas superfamilias das (chymo)trypsin-like e
subtilisin-like peptidases (SIEZEN; LEUNISSEN,1997).

O aumento da eficacia técnica e econdmica na industria veio na década de
1960, com o uso de enzimas bacterianas, de espécies do género Bacillus
(especialmente Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis), que eram
peptidases alcalinas, representadas pelas subtilisinas, e a partir das quais foram
desenhadas novas moléculas. Assim, na década de 1980, as subtilisinas se
tornaram modelo de estudo de proteinas recombinantes e, excelentes candidatas

para a produgao a partir de engenharia genética (BRYAN, 2000). Foram as primeiras



enzimas a serem manufaturadas a partir da biotecnologia, entrando no mercado nos

anos 90, como benchmarks em varias aplicacdes (MAURER, 2004).

1.3. Subtilisinas

A superfamilia das subtilisinas (S8) €& amplamente encontrada em
eubactérias, arqueobactérias, eucariotos e virus (SIEZEN; LEUNISSEN,1997).
Essas enzimas sao caracterizadas pela posicao diferente, dos aminoacidos acido
aspartico (Asp-32), histidina (His-64) e serina (Ser-221), componentes da triade
catalitica de seu sitio ativo em relacdo a outras serinopeptidases. (DODSON;
WLODAWER, 1998).

Outras caracteristicas sdo compartilhadas entre essas enzimas, como a
estrutura semelhante, com o peptideo sinal na regido N-terminal, e adjacente a ele,
uma pro-regido, que também pode ser chamada de pro-peptideo inibidor ou
peptideo de ativacdo (Figura 2). O peptideo sinal e a pro-regido devem ser
removidos por mecanismos de catalise pds-traducionais, para que a forma madura
da enzima tenha atividade (GAMBLE et al., 2011).

Figura 2. Estrutura tridimensional do complexo Subtilisina e Pré-peptideo. Na
estrutura cristalografica obtida para esse complexo sao mostradas, além da a
subtilisina e do pro-peptideo, a presenca de ions Calcio (Ca™), importantes para a

atividade enzimatica, o CT (regido carboxi-terminal) e o NT (amino-terminal).

Propeptice

L _ Bmm
L L‘.,- Ca binding loop
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Fonte: Retirado de Jain et al., 1998



Estudos demonstram que essa pré-regido normalmente desempenha um
papel critico para o enovelamento (folding) correto do dominio catalitico maduro,
atuando como uma chaperona e um inibidor temporario (GAMBLE et al., 2011;
YABUTA et al., 2001; SUBBIAN et al., 2005) e a taxa de enovelamento da enzima
sem a proé-regiao seria muito mais lenta do ponto de vista biolégico (BRYAN, 2000).
Além disso, a pré-regido atua estabilizando o estado de transigdo que separa a

forma nativa da enzima em sua conformacao terciaria ativa (SOHL et al., 1998).

1.4. Fusarium oxysporum

As espécies de fungo do género Fusarium séo de grande importancia na
agricultura causando doencas nas plantas hospedeiras, o que impacta
negativamente o produtor, levando a prejuizos econdmicos. S&o amplamente
disseminadas pelo solo e possuem alta diversidade genética, sendo dificil o controle
de suas infecgdes (LESLIE; SUMMERELL, 2006). A grande diversidade de enzimas
desse patdgeno pode ser explorada para sua produc¢do biotecnoldgica, tornando
esse fungo um candidato no uso industrial. Tais enzimas referem-se a lacases,
quitinases, peptidases, lipases, quitina deacetilase, B-glicosidase, B-mananase,
nitrilase, endoglucanase, xilanase e celulase (PESSOA et al., 2017).

Uma das espécies mais bem caracterizadas desse género €& Fusarium
oxysporum. Esta espécie é responsavel por cerca de 60% das perdas na produgao e
também afeta a qualidade das frutas apds a colheita. Entre as espécies vegetais
hospedeiras desse microrganismo estdo a cebola, alho-pord, alface, tomate,
brassicas, aspargos, cucurbitaceas, pimentdes, coentro, espinafre, manjericao,
feijao, ervilha, morango, melancia e banana e também importantes culturas nao
alimentares, como cravo e narciso (MEDINA-ROMERO et al., 2017; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Essa espécie tem grande importdncia do ponto de vista econémico e o
conhecimento de seu genoma possibilita a bioengenharia de enzimas de interesse

comercial e sua produgédo em bioprocessos. (MA et al., 2010).



1.5. Expressao heterologa de enzimas microbianas

Bactérias (Escherichia coli), leveduras (Pichia pastoris e Saccharomyces
cerevisiae), células de insetos e células de mamiferos sdo sistemas de expressao
bem caracterizados e que tém sido utilizados para a producado em larga escala. Tais
sistemas contam com eficientes vetores, que possuem além do gene de interesse,
sequéncias promotoras e/ou regulatérias (FERNANDEZ; HOEFFLER,1999). Além
destes, outros sistemas de expresséo tém sido desenvolvidos e empregados, como
as plantas e animais transgénicos (GOMES et al., 2016).

Para a escolha do sistema mais vantajoso, devem ser considerados alguns
aspectos como as caracteristicas e fungdes da biomolécula, as aplicacdes e os
recursos disponiveis para a producdo. A tabela 2 mostra, de maneira simplificada,
vantagens e desvantagens de diferentes sistemas de expressdo. A expressao
heterdéloga possibilita a produ¢ado de enzimas em larga escala, bem como permite a
inclusdo de modificacbes genéticas. A escolha dos sistemas de expressao por
espécies microbianas (a bactéria E. coli e a levedura P. Pastoris) é vantajosa por
serem seguros e de facil cultivo (GOMES et al., 2016).

A taxa de produgao das enzimas, rendimento, qualidade e funcionalidade séo
os fatores mais importantes a serem considerados quando as enzimas
recombinantes sao produzidas por expressdo heterdloga. Assim, deve-se buscar
formas de otimizar a produgédo e aumentar o rendimento. Para essa finalidade o que
pode ser feito é encontrar um sistema de expressao que leve a um produto de maior
qualidade e com uma maior taxa de producéo, tornando o processo viavel e lucrativo
do ponto de vista industrial (LIU & KOKARE, 2017).

A producdo de enzimas recombinantes em altos niveis depende de varios
fatores e os mais relevantes sdo as caracteristicas de crescimento celular do
sistema escolhido, os niveis de expressdo, 0 modo de expressao (em relagao a ser
secretado ou nao), necessidade de modificagcbes pds-traducionais, atividade
biolégica da proteina de interesse (LIU et al., 2013).

A expressdo em E. coli é facil, rapida e barata, entretanto proteinas
eucaridticas podem compor a formagdo de agregados insoluveis intracelulares
(corpos de inclusdo), sendo necessarias estratégias para solubilizacdo desses
agregados e refolding. Assim, muitas vezes o sistema de P. pastoris é preferido para
esses tipos de biomoléculas (FERNANDEZ; HOEFFLER,1999).



Para que um microrganismo seja utilizado na produg¢ao de enzimas, 0 mesmo
deve ser seguro do ponto de vista biolégico e deve ser capaz de produzir e secretar
a enzima em condicbes diversas de temperatura, pH, pressdo osmoética e forgca
ibnica (SILVA et al., 2013).

Desse modo € de extrema importancia que se tenha conhecimento das
caracteristicas da proteina que sera produzida para que a escolha do sistema de
expressdo seja adequado. No caso da producdo de uma enzima, a qual
conformagao e a fungéo estédo fortemente relacionadas, é necessario um sistema de
expressao que garanta um enovelamento (folding) correto (LIU & KOKARE, 2017;
GOMES et al., 2016).



Tabela 2. Vantagens e desvantagens de diferentes sistemas para expressdo de
proteinas recombinantes (adaptado de GOMES et al., 2016).

Sistema Vantagens Desvantagens
Bactérias Taxa de crescimento Nao possui maquinaria para remover
rapida introns das transcri¢coes
Capacidade de Gene estranho pode conter
fermentacao continua sequéncias sinais de terminacéo,
Facil obtencéo resultando em interrupcéo prematura
Econdmica e perda de expressao génica.
Falta de modificagbes pos-
traducionais - glicosilagéo é incomum
em bactérias
Producgao de proteinas na forma
insoluvel (corpos de inclusdo)
Degradagao de proteinas
Acumulo de endotoxinas
Leveduras Crescimento rapido e Hiperglicosilagdo de proteinas
meio de baixo custo Viés do codon
Modificagbes pos- Ineficiente em secretar as proteinas
traducionais apropriadas em meio de crescimento (retengéo
Garantida seguranga do intracelular)
sistema
Livre de endotoxinas
Células de  Alto nivel de expresséao Impossibilidade de expressao
insetos Modificacbes pos- continua
traducionais apropriadas Condi¢cdes de cultura mais exigentes
Seguro para vertebrados
Excelente ferramenta
para produgao de
glicoproteinas
Células de Dobramento proteico Alto custo
mamiferos adequado Tecnologia complicada
Modificagbes pos- Potencial contaminagao com virus
traducionais apropriadas animal
Glicosilacao adequada
Planta Facil escalonamento a Niveis de expressao sao

transgénica

Animal
transgénico

baixo custo

Proteinas podem ser
localizadas em diferentes
orgaos em diferentes
estagios de crescimento
Alto rendimento
Dobramento proteico
adequado

Modificagcbes pos-
traducionais apropriadas
Glicosilagdo adequada

dependentes do alvo
Ensaios funcionais ainda precisam
ser desenvolvidos

Periodo de producao relativamente
mais longo

Baixo rendimento

Maiores custos
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1.6. Sistema de expressao em P. pastoris

P. pastoris € uma levedura metilotrofica que foi estabelecida, na década de
1980, como um sistema de expressao para a produgao de enzimas e biofarmacos
(CREGG et al.,1985). A utilizagdo de P. pastoris esta relacionada com suas
inumeras vantagens, como a velocidade de crescimento, a possibilidade de
utilizacdo de meios de cultivo menos complexos e mais baratos, a capacidade de
secregcao de proteinas e a realizagdo de algumas modificagcbes pos-tradicionais
importantes (GOMES et al., 2019). Além destas, outras vantagens deste sistema de
expressao incluem: promotores fortemente indutiveis e métodos comercialmente
disponiveis, cepas hospedeiras e vetores de expressdo para manipulacdes
genéticas (CREGG et al., 1993).

O método de transformacédo utilizado em P. pastoris ocorre por meio de
integracdo cromossomal. Este método oferece mais vantagens como: estabilidade
do cassete e expressao, geracado de transformantes com multiplas cépias, controle
do sitio de integracdo e a capacidade de construir variados modos de integragao
(SREEKRISHNA et al.,1997). Em adigdo, as técnicas de manipulagdo sao
relativamente simples (KRAINER; DIETZSCH; HAJEK et al.,2012).

Quanto a vantagem de produgdo de proteinas recombinantes em larga
escala, trabalhos mostram altos niveis de expressao de proteinas, atingindo valores
de 12 g/L, como foi verificado para o fragmento C de proteina tetanica (CLARE,
1991; FISCHER,1999).

Uma das principais vantagens desse sistema de expressdo, como
previamente descrito, € a habilidade de P. pastoris em secretar o produto de
interesse no caldo de cultivo com baixos niveis de proteinas nativas, o que facilita
processos posteriores, como o processamento e purificagcao (DEMAIN; VAISHNAYV,
2009). Além disso, sua maquinaria celular de eucarioto permite a realizagdo de
modificagdes pds-traducionais, incluindo formagao de pontes dissulfeto, glicosilagcéo,
enovelamento e processamento proteolitico, que sado geralmente essenciais para a
atividade biolégica das proteinas (DAMASCENO et al., 2012).

Fisiologicamente, P. pastoris prefere a via respiratéria a via de fermentagao
para crescimento, o que nao leva a producdo de metabdlitos téxicos como etanol e
acido acético, quando comparado com outros microrganismos fermentadores

(CEREGHINO et al., 2002). Outros pontos que tornam esse sistema atrativo sdo: a
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possibilidade de escalonamento, para atender demandas industriais (com
adequacgao dos parametros de cultivo, como aeracao e pH) e a facilidade de sua
manipulagéo genética (incorporagao de vetores com alta estabilidade) (MACAULEY-
PATRICK et al., 2005). Além de ser um sistema seguro para aprovagao pelas
agéncias regulatérias para producdo de vacinas e terapéuticos, pois € livre de
contaminagéao por endotoxinas e virus (FISCHER et al., 1999). O FDA reconhece
Pichia pastoris como um microrganismo GRAS (Generally recognized as safe), ou
seja, um microrganismo geralmente reconhecido como seguro (LI et al., 2007).

Cabe ainda ressaltar as consideragdes sobre as desvantagens desse sistema
de expressdo, que estdo associadas, principalmente, aos vetores e promotores
disponiveis. O uso do metanol como agente indutor € um ponto de desvantagem por
ser uma substancia toxica e inflamavel. Além disso, o metabolismo do metanol leva
a formagao de ROS (reactive oxygen species) que podem levar a uma diminuigao na
viabilidade celular (IDIRIS et al., 2010). Em contrapartida a expressao constitutiva
pode ser um limitante caso a proteina expressa seja toxica (POTVIN et al., 2012).

Outro inconveniente é a degradacgéao proteolitica do produto ao passar pelas
vias pos-secretorias levando a proteinas ndo funcionais (IDIRIS et al., 2010). Em
relagéo ao sistema de expresséao E. coli, a expressdo em P. pastoris é desvantajosa
com relagao ao custo e tempo de processo. Enquanto um processo em E. coli dura
cerca de 8 horas, um processo em Pichia pastoris pode demorar mais de 100 horas.
(POTVIN et al., 2012).

1.6.1. Linhagens

Uma série de linhagens da levedura P. pastoris esta disponivel no mercado e
a escolha deve ser feita conforme a necessidade de aplicagcdo da proteina
recombinante, e para tal, existem diversos gendtipos disponiveis (DALY; HEARN,
2005). A tabela 3 mostra algumas linhagens, bem como os respectivos genétipos e
propdsitos de cada um delas.

As linhagens deficientes no gene responsavel pela histidina desidrogenase
(his4) permitem a selec&o de clones, em meio com auséncia de histidina, através da
insercao de vetor que restaure o fendtipo His+ (DALY, HEARN, 2005).

Com relacéo a utilizacdo de metanol, as linhagens podem ser 1) Mut®, com os

genes para a alcool oxidase | (AOX7) e alcool oxidase 2 (AOX2) presentes e
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funcionais; 2) Mut® (“s” representa slow), com ruptura no gene AOX7 e apenas AOX2
funcional para o metabolismo do metanol, e desse modo, o crescimento é muito
mais lento e 3) Mut’, com delegdo de AOX71 e AOX2 impossibilitando o crescimento
com metanol como fonte de carbono. O fendtipo Mut® tem a desvantagem de
necessitar de altas taxas de alimentacdo com metanol em larga escala, por esse
motivo o fenétipo Mut ° é muitas vezes escolhido para processos que necessitam ser
escalonados. Por outro lado, o fenotipo Mut® necessita de uma alimentagdo
constante de metanol, para que sua concentracdo fique em torno de 0,8%
(CHIRUVOLU et al., 1997; CEREGHINO; CREGG, 2000).

1.6.2. Expressao constitutiva e induzida

Um outro fator importante que deve ser levado em consideracdo para
expressao heterdloga é a escolha do promotor e os principais disponiveis para
Pichia pastoris sao pAOX1, pGAP. O primeiro promotor isolado de P. pastoris foi o
promotor AOX1 (pAOX17) e tem sido o mais divulgado e utilizado entre todos os
promotores disponiveis para P. pastoris e a regulagado génica é controlada por dois
mecanismos: repressao/desrepressao e indugao (ELLIS et al., 1985).

No processo de repressao/desrepressao, o pAOX1 é fortemente reprimido
quando as células crescem em glicose e na maioria das outras fontes de carbono,
entretanto, a auséncia de uma fonte de carbono repressora no meio nao resulta em
uma transcri¢ao substancial do AOX7. Por esse motivo € fundamental o processo de
indugao, no qual a presengca de metanol, como unica fonte de carbono, é essencial
para a inducéo de altos niveis de expressao do gene alvo (TSCHOPP et al., 1987).

Assim, o bioprocesso em sistema heterélogo utilizando o pAOX7 é dividido
em duas etapas. A primeira etapa é a fase de produgao de biomassa e a segunda
etapa é a fase de indugdo da expressao da proteina recombinante (DIGAN et al.,
1989).

Durante a fase de crescimento celular para a producédo de biomassa, o meio
de cultura é suplementado com fonte de carbono, como o glicerol. Na segunda fase,
0 meio inicial é substituido por um meio contendo metanol como unica fonte de
carbono, para que ocorra a inducdo da expressao da proteina de interesse. Dada a
sua importancia, a concentracdo de metanol pode ser monitorada para garantir a
inducgao e evitar toxicidade (HIGGINS; CREGG,1998).
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Tabela 3. Algumas linhagens de P. pastoris utilizadas para expressao proteica.
Informacgdes retiradas do manual do distribuidor (Thermo Fischer Scientific).

Linhagem

Genétipo

Objetivo

X-33

GS115

KM71

SMD1168

PichiaPink™
(strain 1)

PichiaPink™
(strain 1)

PichiaPink™
(strain 1)

PichiaPink™
(strain 1)

Selvagem (WT)

his4

his4, aox1:ARG4

his4, pepA

ade?2

ade2, pep4

ade2, prb1

ade2, prb1, pep4

Linhagem para expresséao de
proteinas recombinantes de
vetores com resisténcia Zeocin™
como unico marcador de selecao.
Linhagem para expresséao de
proteinas recombinantes de
vetores contendo gene HIS4 ou o
gene de resisténcia a Zeocin™
como marcadores de selecgao.
Linhagem para expressao de
proteinas recombinantes de
vetores contendo o gene HIS4 ou
gene de resisténcia a Zeocin™
como marcadores de selecao para
utilizagdo de metanol como indutor
da expressao.

Linhagem deficiente em proteases
para a expressao de proteinas
recombinantes de vetores
contendo o gene HIS4 ou gene de
resisténcia a Zeocin™ como
marcadores de selecao.

Linhagem para expressao de
proteinas recombinantes de
vetores contendo gene ADE2 como
marcadores de selecao.

Linhagem deficiente em peptidase
A para expressao de proteinas
recombinantes de vetores
contendo gene ADE2 como
marcadores de selecao.

Linhagem deficiente em peptidase
B para expressao de proteinas
recombinantes de vetores
contendo gene ADE2 como
marcadores de selecio.

Linhagem deficiente em peptidase
A e B para expressio de proteinas
recombinantes de vetores
contendo gene ADE2 como
marcadores de selecéo.
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Além disso, ha circunstancias em que este promotor pode nao ser adequado
porque seu agente indutor - o metanol - é uma substancia téxica e inflamavel e
cuidados adicionais devem ser tomados em fermentagdes em larga escala. Nesse
contexto, o desenvolvimento de promotores alternativos ao pAOX17 é extremamente
atraente, especialmente na fermentagcao em larga escala (ZHANG et al., 2009).

O promotor de dliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (pGAP) é um forte
promotor constitutivo, que tem sido utilizado para a expressado de muitas proteinas
heterdlogas, e para o qual ja foi relatado um nivel de produgcdo semelhante ao
promovido por pAOX7. O pGAP tem vantagens em relacdo ao pAOX17 e que o torna
mais adequado para a larga escala de producao, pois simplifica o bioprocesso de
producdo de proteinas recombinantes, uma vez que ndo € necessario o
armazenamento e entrega de grandes volumes de metanol, além de diminuir o custo
de produgédo dessas proteinas (ZHANG et al., 2009).

Em contrapartida, o mesmo pode ndo ser adequado no caso da expresséo de
proteinas que sejam téxicas a P. pastoris (CREGG et al., 2000). Uma das grandes
vantagens do pAOX7 é o seu controle fino da expressao de genes cujos produtos
podem ser toxicos, levando o cultivo da levedura a condicbes repressivas de
crescimento para evitar a selecdo de cepas nao expressivas (WATERHAM et al.,
1977).

Outros promotores induziveis e constitutivos estdo disponiveis e seus genes
correspondentes, bem como seus mecanismos de regulagéo estao citados na tabela
4 (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO, 2000).

1.7. Produtos no mercado

Nos ultimos anos muitos biofarmacéuticos produzidos em P. pastoris foram
aprovados. O primeiro a ser aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) foi o
Kalbitor® (ecallantide, Dyax, Cambridge, MA, USA) indicado para angiodema
hereditario e langado no mercado em 2009 (WALSH, 2010). Também entre os
biofarmacéuticos aprovados estdo a albumina sérica humana, insulina, IFN-a, vacina
contra a Hepatite B, entre outros (GASSER et al., 2013).

Muitas enzimas também sdo produzidas através da expresséo heterdloga em
P. pastoris, exemplos sao: Fitase (Phytex, Sheridan, IN, USA) utilizada como aditivo

alimenticio animal; Tripsina (Roche Applied Science, Germany) utilizada para
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digestao de proteinas; Nitrato redutase (The Nitrate Elimination Co., Lake Linden,
MI, USA), usada em tratamento e andlise de agua; Fosfolipase C (Verenium, San
Diego, CA, USA/DSM, The Netherlands); entre outras (AHMAD et al., 2014).

1.8. Aplicagcoes industriais das enzimas

Os setores que mais se beneficiam com a produgdo de enzimas, sejam elas
nativas ou recombinantes, sdo os biofarmacéutico, agricola e quimico industrial. Os
produtos relacionados vém aumentando nos campos da medicina, diagndstico,
alimentos, nutricao, detergentes, couro, téxtil, papel e plastico (LIU et al., 2013).

Em 2016, o mercado mundial faturou mais de 5 bilhdes de dodlares com a
producdo de enzimas e a perspectiva para 2024 €& ainda maior. As grandes
empresas controlam o mercado mundial de enzimas, através de parcerias e acordos
que proporcionam um aumento na produgdo. Isso é possivel devido a grande
parcela desse mercado ser controlada por poucos produtores. Além disso, existe um
forte investimento em atividades de pesquisa e desenvolvimento, marketing e
vendas, e atividades de logistica e cadeia de suprimentos (ENZYMES MARKET,
2017).

Diante dos fatos expostos, e reiterando a importancia das enzimas em varias
atividades bioldgicas, este trabalho apresenta os estudos realizados para a
producdo de uma peptidase de Fusarium oxysporum através de expressao
heteréloga em P. pastoris. Ensaios preliminares foram realizados com a peptidase
recombinante produzida em Pichia pastoris os quais buscavam a formulacdo de um
meio de cultura que garantisse alto rendimento especifico na produgéo da enzima.
Entretanto a enzima apresentou auséncia de atividade enzimatica. A peptidase em
questao é classificada como uma subtilase, que se encontra na forma de zimogénio
ou pré-enzima, e desse modo, uma ativagcado € necessaria para que a mesma exerca
sua atividade bioldgica e seja um produto eficiente e economicamente viavel para a

industria de detergentes.
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Tabela 4. Promotores disponiveis para o sistema de expressdo em linhagens de P.
pastoris (Adaptado de AHMAD et al., 2014 e CEREGHINO, 2000).

Promotor Gene correspondente Regulagao
indutivel
AOX1 Alcool oxidase 1 Induzivel com metanol
DAS Dihidroxiacetona sintase  Induzivel com metanol
FLD1 Formaldeido Induzivel com metanol ou
desidrogenase 1 metilamina
ILC1 Isocitrato liase Reprimido por glicose
Induzivel por metanol
PHO89 Simporter putativo Na+ Indugao através da falta de
/Fosfato fosfato
ADH1 Alcool desidrogenase Reprimido por glicose e
metanol, induzido por glicerol e
etanol
ENO1 Enolase Reprimido por glicose e metanol
e etanol, induzido por glicerol
GUT1 Glicerol quinase Reprimido por metanol, induzido
por glicose, glicerol e etanol
Promotor Gene correspondente Regulagao

constitutivo
GAP

TEF1

PGK1

GCw14

G1

G6

gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Fator de alongamento na
traducéo 1
3-Fosfoglicerato quinase

Glicosil fosatidil inositol-
proteina ancorada
Transportador de glicose
de alta afinidade
Putativo aldeido
desidrogenase

Expressao constitutiva em
glicose, glicerol e metanol
Expressao constitutiva em
glicose e glicerol

Expressao constitutiva em
glicose, glicerol e metanol
Expressao constitutiva em
glicose, glicerol e metanol
Reprimido por glicerol, induzido
em limitacdo de glicose
Reprimido por glicerol, induzido
em limitagao de glicose
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2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

O objetivo geral desse trabalho € a producédo e obtengdo de uma peptidase
funcional de Fusarium oxysporum através da expressado heteréloga em sistema de

P. pastoris.

2.2. Objetivos Especificos

e Clonagem dos insertos génicos codificadores da proteina precursora (PREC),
da peptidase madura (MAD) e de sua pré-regidao (PRO) nos vetores de
expressao pPICZaA e pGAPZdA;

e Obter clones de expressado de P. pastoris e avaliar a produgcédo da proteina
recombinante por estes clones;

e Selecionar clones com maior producéo da proteina recombinante;

e Purificar a peptidase recombinante por cromatografia de afinidade;

e Avaliar da atividade enzimatica da peptidase obtida;

o Determinar o pH e a temperatura 6timos para atividade enzimatica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selegao da peptidase

Para identificacdo e selecdo de uma possivel peptidase para aplicacao
industrial, trabalhos disponiveis na literatura foram encontrados e avaliados. A
peptidase escolhida foi enzima codificada pelo gene prt1 do fungo Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Di Pietro et al., 2001). Apdés a determinagdo de uma
possivel candidata, a sequéncia de aminoacido foi coletada do banco de dados do

no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.2. Caracterizagao in silico da peptidase

Com o objetivo de caracterizar parcialmente a proteina, analises in silico
foram realizadas com base na sequéncia de aminoacido coletada do NCBI de
numero de acesso AAC27316.2. A sequéncia foi submetida a analises da presenca
de potenciais sitios glicosilagdo (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ e
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e de peptideo sinal (http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/ e http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

3.3. Clonagem dos insertos PREC, MAD e PROREG

A sequéncia de aminoacidos da proteina descrita como “serine peptidase
precursor [Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici]’, depositada no GenBank (NCBI)
com numero de acesso AAC27316.2 foi utilizada para a sintese do gene sintético
com auséncia do peptideo sinal. O gene sintético foi sintetizado com cddons
otimizados para expressao em P. pastoris (GenScript®). A estratégia inicial foi a
clonagem do gene da enzima precursora (PREC). Posteriormente, foram
desenvolvidas também a clonagem dos insertos da peptidase madura (MAD), ou
seja, sem a sua pro-regidao. O inserto referente a pro-regido (PROREG) também foi

clonado com a finalidade de estudos comparativos.

3.3.1. Amplificagao dos insertos PREC, MAD e PROREG

Para a amplificagdo dos insertos PREC, MAD e PROREG, utilizou-se como
DNA molde o gene sintético para “serine peptidase precursor [Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici]’ e primers especificos para cada um dos insertos. Nos primers
foram inseridas as sequéncias dos codons de iniciagdo (ATG) e de terminagéo

(TGA) da tradugéo, as sequéncias dos sitios de restrigao das enzimas Xhol e Xbal, e
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a sequéncia dos nucleotideos que codificam as histidinas da cauda na por¢ao N-
terminal da enzima (Tabela 5). As amplificacdes foram realizadas utilizando a
enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). As reagdes
seguriam as recomendacgdes do fabricante com desnaturagao inicial a 94 °C por 2,5
minutos seguido de 34 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 15 segundos, anelamento
dos primers a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 1 min/kb. Os produtos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% corado por SYBR® Gold

(Thermo Fisher Scientific).

Tabela 5. Primers utilizados para amplificacdo dos insertos PREC, MAD e PROREG.

Inserto

Primer Forward*

Primer reverse*

Proteina Precursora
(PREC) — 1146 pb

Peptidase madura
(MAD) — 912 pb

Pré-regiao

5-AAACTCGAGAAAAGACATCATCAT
CATCATCATAAATACATCGTTAAGAT
GAAGAACGG-3

5-AAACTCGAGAAAAGACATCATCAT
CATCATCATATCTCTATCACTGCTAC
TACTCAACAATCT-3"

5-AAACTCGAGAAAAGACATCATCAT
CATCATCATAAATACATCGTTAAGAT

5-TTTTCTAGATCAGTGATGAATAG
AAGAAGAGTTAGAACC-3

5-TTTTCTAGATCAGTGATGAATAG
AAGAAGAGTTAGAACC-3

5-TTTTCTAGATCAGTAAGCATCTT
GCTCGATGTATTCA-3

(PROREG) - 234 pb  ghacancee-3

*Sequéncias em vermelho indicam os sitios de restricdo das enzimas Xhol e Xbal inseridas,
respectivamente, nos primers forward e reverse.

3.3.2. Reagao de ligagao

O material amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8%.
Os fragmentos referentes aos insertos PREC de 1146 pb, MAD de 912 pb e
PROREG de 234 pb foram recortados do gel e purificados com o kit “Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), segundo recomendagdes do fabricante.
A purificacdo dos fragmentos foi confirmada por eletroforese em gel de agarose.
Apos verificagao dos fragmentos purificados, este foram quantificados e usados para
ligacdo em vetor pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific), conforme protocolo do
utilizado transformagdo de bactéria E. coli DH10B

fabricante, e para

termocompetentes.

3.3.3. Preparo de bactérias termocompetentes e transformagao bacteriana
Uma colbnia de E. coli DH10B foi crescida em 5 mL de meio LB sob agitacao
de 180 rpm, por 18 horas, a 37 °C. Essa cultura foi diluida em 300 mL de meio LB e

crescida sob agitagdo de 180 rpm, a 37 °C, até atingir a DOggonm de 0,5. A cultura
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bacteriana foi resfriada em gelo por 15 minutos e centrifugada a 3.000 x g, durante
5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células lavadas com 50 mL
de agua ultrapura gelada. Apds a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 25 mL de solugao gelada de CaCl; e incubadas no
gelo por 20 minutos. Apds centrifugacdo, nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente as células foram ressuspensas em 1 mL de solu¢ao gelada de CaCl,
contendo 20% de glicerol, separadas em aliquotas de 100 uyL cada, para uso
imediato. As reagdes de ligagdo foram adicionadas em 100 uL de células e apds 15
minutos submetidas ao choque térmico em banho-maria a 42 °C por 1 minuto.
Posteriormente, as células foram incubadas em gelo, durante 2 minutos. Em
seguida, as bactérias foram recuperadas com 1 mL de meio LB contendo Dextrose a
20 mM e MgCl, a 10 mM, e incubadas a 37 °C, sob agitacdo. Apés 1 hora de
incubacao, as culturas foram centrifugadas a 3000 x g, por 2 minutos a temperatura
ambiente, ressuspensas em 100 uL de meio LB e plaqueados em meio LB sélido

contendo 100 pg/mL de ampicilina. As placas foram mantidas em a 37 °C por 16 h.

3.3.4. Confirmacgao das clonagens

Algumas colbnias obtidas foram selecionadas para a verificagdo da clonagem
a partir da analise de restricdo e visualizagdo em gel de agarose 1% dos insertos e
vetor. As coldnias foram inoculadas em meio LB. Apds 16 horas a 37 °C, 3 mL da
cultura foram usados para extracido de DNA plasmidial usando o kit “Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification Systems” (Promega), segundo as recomendagdes do
fabricante. Os produtos purificados foram submetido as a restricdo com as enzimas
Xhol e Xbal e analisados em gel de agorose 1%. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram os fragmentos do vetor e dos insertos. Os vetores que
continham os insertos foram enviados para a sequenciamento e verificacdo da

correta sequéncia dos nucleotideos.

3.4. Subclonagem dos insertos PREC, MAD e PROREG em vetor de expressao
Apods a confirmagao de clonagem, seguiu-se com as etapas de construcao
dos plasmideos de expressdo. O sistema de expressao escolhido foi P. pastoris.
Foram utilizados os vetores pPICZaA e pGAPZaA (Figura 3). Para tanto, as
construgdes em pEJ1.2/blunt contendo os insertos PREC, MAD e PROREG foram

submetidos a restricdo com as enzimas Xhol e Xbal para liberagdo dos insertos.
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Assim como os insertos, os vetores de expressdo pPICZaA e pGAPZaA também
foram digeridos com as mesmas enzimas para linearizagédo e ligacdo dos insertos.
Eletroforese em gel de agarose 0,8% foi realizada e os fragmentos referentes a cada
inserto e vetor foram recortados e purificadas utilizando o kit “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” (Promega). Apés a verificagao dos fragmentos purificados, o
material purificado foi quantificado em NanoVue (GE Healthcare Life Sciences), para

a reacao de ligagao.

Figura 3. Vetores utilizados para expressdo de pMAD. Nos vetores estédo
identificados os promotores em verde, o gene de resisténcia a Zeocin®. (A) Vetor
pPGAPZ ou pGAPZa possui o promotor constitutivo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). (b) O vetor pPICZ e pPICZa contém o promotor alcool
oxidase 1 (AOX1), induzido por metanol. Os vetores que apresentam a letra grega o
possuem o fator alfa para secreg¢ao do produto proteico.
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3.4.1. Reacgao de ligagao e transformagao bacteriana

A reacao foi realizada para uma quantidade de DNA final de 100 ng na
proporgéo de 3:1 de inserto e vetor. Para a ligagao, foi usado 1 U de T4 DNA Ligase
(Fermentas) para volume final de 20 pL de reagado. A reagao ocorreu overnight a 4
°C, e posteriormente, o produto da ligagao foi utilizado para transformacéao
bacteriana, conforme descrito no item 3.3.3. Apds crescimento das colbénias em
placa, foi possivel selecionar algumas para a extragdo de DNA plasmidial com o uso

do kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems” (Promega). Um teste
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de restricao foi utilizado com as enzimas Xhol e Xbal para confirmar a insercdo dos
fragmentos correspondes a PREC, MAD e PROREG. A analise foi feita em gel de
agarose 1%. Apds a clonagem, o plasmideo pPICZaA/MAD foi enviado para
sequenciamento com primers 3 e 5 para AOX. O sequenciamento utilizando a
técnica de Sanger foi realizado pelo Servico de Sequenciamento de Acidos
Nucleicos da FCFRP/USP. As reacbes de sequenciamento foram feitas utilizando o
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fischer Scientific), de acordo
com as instrugdes do fabricante. As corridas séo feitas utilizando polimero POP7 no
equipamento 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific). Verificada a correta
insercao, foi possivel seguir com as etapas de transformacdo em levedura P.

pastoris.

3.5. Transformacao de P. pastoris

Para obtencao de clones com expressdo da proteina madura recombinante
(rMAD), o vetor pPICZaA e pGAPzaA contendo o inserto MAD foram linearizados,
purificados e usados para a transformacdo de P. pastoris KM71H (linhagem
parental). A quantidade de 3 pg dos plasmideos pPICZaA/MAD e pGAPzaA/MAD
foram linearizados com as enzimas de restricdo Pmel e XmaJl, respectivamente. O
material foi purificado com o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System’
(Promega), e posteriormente, quantificado em NanoVue (GE healthcare). A linhagem
de P. pastoris KM71H foi inoculada para obtencdo de um pré-inéculo em tubo cénico
de 50 mL contendo 5 mL de meio (extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose
2%). Esta cultura foi incubada em agitador orbital a 30 °C por 8 horas. Deste pré-
inéculo foram retirados 50 pL e adicionados a 50 mL de YPD em frasco erlenmeyer
de 250 mL, incubados a 30 °C sob agitagdo de 220 até se atingir uma densidade
optica a 600nm (D.O.s00nm) entre 1,0 e 1,5. O frasco foi mantido em gelo por 10
minutos, e posteriormente, a cultura foi transferida para tubo cénico de 50 mL de
centrifugada a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C. As células foram recuperadas e
mantidas em gelo. Rapidamente, foram ressuspendidas em 10 mL de YPD contendo
2 mL de tampéo HEPES 1M pH 7,0 e 250 yL de DTT 1M e incubadas a 30°C por 15
minutos. Em seguida, as células foram recuperadas por centrifugagdo, conforme
condigbes anteriores, e submetidas a duas lavagens com agua gelada. Apds o
processo de lavagem, as células foram ressuspendidas em 20 mL de sorbitol 1M

gelado, centrifugadas e o sobrenadante foi eliminado. As células foi adicionado 1mL
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de sorbitol 1M gelado, que foi dividido em aliquotas de 100 uL. A cada 100 pL de
células foram adicionados, separadamente, os DNAs previamente linearizado.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para cubetas de 2,0 mm e
incubadas por 15 minutos no gelo e submetidas a eletroporagao (1,5 kV, 25 uF e
200 Q) usando Bio-Rad Gene Pulser®. Depois deste processo, as células foram
recuperadas em 500 uL de sorbitol 1 M e 500 uL de YPD e incubadas a 30°C por 2
horas. Encerrado o tempo de incubagao, as células foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio de cultura YPDS (YPD e Sorbitol 1 M) suplementadas com
Zeocina® (Invitrogen) nas concentragées 100 ug/mL e 500 pg/mL. Transformantes
de P. pastoris resistentes ao antibiético foram selecionados para analise da

expressao do produto protéico.

3.6. Expressao heteréloga em P. pastoris

3.6.1. Selecao dos clones transformados com a constru¢ao pGAPZaA/MAD
Clones isolados foram selecionados para analise da producao do produto
proteico. Cada um dos clones foi cultivado em em tubo cénico de 50 mL contendo 10
mL de meio de cultura YPD e incubado a 30 °C, sob agitagdo de 220 rpm por 96
horas. Dois controles foram feitos, o primeiro sem levedura a fim de determinar se se
a técnica foi realizada sem contaminagdes e o segundo com a linhagem parental P.
pastoris KM71H. A cada 24 horas, aliquotas de 200 pL da cultura foram retiradas
para a avaliacdo da expressao. A avaliagdo da expressao foi realizada através de
SDS-PAGE 12% e por testes de atividade enzimatica com o sobrenadante das

culturas.

3.6.2. Selegao dos clones transformados com a construgcao pPICZaA/MAD
Clones isolados foram selecionados para analise da producdo do produto
proteico. Cada um dos clones foi cultivado em em tubo cénico de 50 mL contendo 10
mL de meio BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, YNB 1,34%, biotina 4 x 10
%%, tampao fosfato de potassio 100mM pH 6,0 e glicerol 1%), e incubado a 30 °C,
sob agitagdo de 220 rpm até atingir D.O.gponm €ntre 2 e 6, aproximadamente 48
horas. Dois controles foram feitos, o primeiro sem levedura a fim de determinar se se
a técnica foi realizada sem contaminagdes e o segundo com a linhagem parental P.

pastoris KM71H. Apo6s atingir a D.O.g00nm desejada, as culturas foram centrifugadas
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e as células foram recuperadas em 7 mL de meio de indugado BMMY (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, YNB 1,34%, biotina 4 x 10°%, tamp3o fosfato de potassio
100mM pH 6,0 e Metanol 0,5%) e incubadas a 30 °C sob agitacao de 220 rpm. A
cada 24 horas foi adicionado metanol absoluto para a concentracao final de 0,75% e

retiradas aliquotas para avaliacdo da expressao.

3.7. Expressao heteréloga em larga escala por clones transformados com a

construgcao pPICZaA/MAD

Clones foram incubados em tubo cénico de 50 mL contendo 10 mL de meio
de cultura BMGY a 30 °C e 220 rpm por 24 horas. Esses 10 mL de cultura foram
entdo transferidos para 500 mL de meio BMGY em erlenmeyer de 2,0 L de
capacidade. As culturas foram mantidas a 30°C sob agitagdo de 220 rpm por 24
horas até atingir a D.O.goonm entre 2,0 e 6,0. Em seguida as células foram
recuperadas por centrifugagdo a 1500 x g por 5 minutos em centrifuga com
refrigeragdo Hettich ROTINA 420R. O meio de cultura foi removido e as células
foram ressuspendidas em 100 mL de meio de cultura BMMY em erlenmeyer de 500
mL de capacidade e incubado nas mesmas condi¢cdes anteriores de temperatura e
agitacdo. A cada 24 horas foi adicionado metanol absoluto para a concentragao final
de 0,75% e retiradas aliquotas para avaliagdo da expressdo. O cultivo foi mantido

em meio BMMY por até 144 horas para analise da cinética da expressao.

3.8. Determinagao da Biomassa (g/L)

Para a obtencao do peso seco da Biomassa foi realizada a técnica de filtracao
em papel de filtro. Para tal, determinado volume de cultivo foi submetido a filtragédo a
vacuo em membrana de nitrocelulose, previamente pesadas. Em seguida, a
membrana foi submetida a secagem, em estufa a 40 °C até se obter um peso
constante. O calculo do peso seco em g/L foi obtido através da seguinte equacao
matematica:

Biomassa (g/L) = (Mfinal — Mmembrana)/V

Onde:
Minal = Massa da membrana seca apos filtragao do cultivo (g)
Mmembrana = Massa da membrana seca (g)

V= volume do cultivo submetido a filtragao (L)
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3.9. Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC)

Para a obtencdo da proteina recombinante, os sobrenadantes das culturas
foram usados para a purificagdo. As amostras foram injetadas em coluna HisTrap
HP 5 mL (GE Life Sciences) a qual é carregada com ions Ni** em uma matriz de
Sepharose™. O processo foi realizado no Akta Pure (GE Life Sciences), com
monitoramento constante das amostras. Para os ensaios iniciais foram injetados 2
mL das amostras (sobrenadante do cultivo) em coluna previamente equilibrada com
tampéao de equilibrio (20 mM de Fosfato de sédio e 500 mM de NaCl, pH 7,4). Em
seguida, a coluna foi lavada com o tampao de equilibrio até os valores de
absorbancia 280 nm retornarem a linha de base. Apds a estabilidade do valor de
absorbancia, o tampao de eluicao (20 mM de Fosfato de sddio, 500 mM de NaCl e
500 mM de Imidazol, pH 7,4) foi injetado com gradientes de 0-100% com 10 volumes
de coluna. O fluxo empregado em todo processo foi de 2 mL/min. Para a purificagao
de volumes maiores, as amostras foram diluidas, em iguais volumes, com de tampao
de ligagcdo. As amostras diluidas foram injetadas na coluna HisTap HP 5 mL (GE Life
Sciences) previamente equilibrada com tampdo de equilibrio. Em seguida, o
processo de lavagem e eluigdo seguiram as mesmas condigdes e processos

descritos anteriormente.

3.10. Atividade proteolitica com caseina

A atividade proteolitica foi avaliada com o substrato caseina. Para o preparo
do substrato foi feito um tampéo fosfato monobasico de sédio a 50 mM com pH 6,5 o
qual foi mantido em agitador magnético com aquecimento de 85 °C. Em seguida, a
massa equivalente a 1% (m/v) de caseina bovina (Sigma) foi adicionada lentamente,
sob agitacao, até a formacao de uma solugao homogénea. O ensaio de peptidase foi
realizado de acordo com o descrito por Sarath e colaboradores (1996), com algumas
modificagdes. Para a reagéo, 500 pyL do extrato proteico foram incubados com 500
WL de solugao 1% (m/v) de caseina (pH 6,5). O tempo de reagéao foi determinado de
acordo com cada amostra. A reagao foi interrompida pela adicao de 350 pyL de
solugéo 10% (m/v) de acido tricloroacético e os tubos foram centrifugados a 10.000 x
g, a 20 °C por 15 min. A leitura do sobrenadante da reacéo foi realizada em 280 nm,
em espectrofotbmetro Genesys 10S (Thermo Fisher Scientific). A Unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 yM tirosina/min sob as condi¢cboes de ensaio. Todas as reagdes enzimaticas
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foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos como média *
desvio padrdao. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism version 5.00. Foi considerada como 100% de atividade enzimatica
o valor obtido para os extratos do controle negativo, ou seja, extrato obtido a partir
da linhagem nao transformada. Desse modo, o valor de 100% seria a atividade das
peptidases nativas secretadas por Pichia pastoris, € valores superiores a 100%

seriam relativos a peptidase recombinante expressa.

3.11. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Todas as amostras submetidas a avaliagao do perfil proteico foram aplicadas
em gel de empilhamento 4% e fracionadas em gel desnaturante de polacrilamida
12%. As analises eletroforéticas foram realizadas em condigbes dissociantes (SDS-
PAGE 12%), em sistema Mini-Protean Tetra (Bio-Rad Laboratories). As amostras
foram ressuspensas em tampao de amostra [Tris-HCI a 0,5 M, pH 6,5, contendo
SDS a 2,5% (m/v), 2-mercaptoetanol a 2,5% (v/v) e glicerol a 10% (v/v) ], incubadas
em banho-maria a 100 °C, por 5 minutos e aplicadas no gel. As cubas de
eletroforese contendo o tampao Tris-glicina/SDS foram realizadas seguindo as
condigdes de eletroforese recomendadas pelo fabricante com ajuste de voltagem
para 120 V. Os géis foram corados com com Nitrato de Prata, seguindo protocolo
descrito por CRESTE, et al., 2001.Para a obtengédo das imagens, os géis foram
lavados com agua ultrapura e digitalizados no sistema GelDoc™ EZ Imager (BioRad

Laboratories). As imagens foram tratadas utilizando o software Imagelab.

3.12. Determinagao do pH 6timo para atividade da peptidase

Para essa analise, a atividade da peptidase foi analisada utilizando o
substrato azocaseina. Para o preparo do substrato, a massa equivalente a 1% (m/v)
de azocaseina (Sigma) foi adicionada lentamente, sob agitacdo, em diferentes
tampbes, previamente aquecido a 85°C, até a formacdo de uma solugao
homogénea. Foram utilizados os tampdes, com seus respectivos pHs, conforme
descrito na tabela 6. O ensaio de peptidase foi realizado de acordo com com o
descrito por Sarath e colaboradores (1996), com algumas modificagdes. Para a
reacao, 40 uL do extrato proteico foram diluidos com 60 uL dos respetivos tampades,

separadamente, e incubados com 300 pL de solugdo 1% (m/v) de azocaseina. A
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reacao foi incubada por 1 hora a 40 °C. A reacao foi interrompida pela adicao de 600
ML de solugdo 10% (m/v) de acido tricloroacético e os tubos foram centrifugados a
10.000 x g, a 20 °C por 15 min. O sobrenadante foi diluido em uma propor¢ao de 1:1
com NaOH a 0,2 N, e entéo, foi realizada a leitura em 440 nm, em espectrofotdmetro
Genesys 10S (Thermo Fisher Scientific). A Unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 yM azocaseina/min
sob as condigdes de ensaio. Os valores das absorbancias foram analisados de
modo relativo, sendo que em cada experimento, uma amostra deve ser considerada
como 100%. Todas as reagdes enzimaticas foram realizadas em triplicatas e os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism version 5.00. Para o calculo
de atividade o coeficiente de extingdo molar da Azocaseina foi de 75520 M™'.cm™.0

calculo de atividade esta apresentado a seguir:

Atividade = A Abs x 10° X Vrotal
t(min) X 75520 X Venz

Onde:

A Abs = (Abs reagcéo — Abs branco)
V1ota = Volume total da reacao
tmin) = Tempo de incubagéo

Venz = Volume de extrato

Tabela 6. Tampodes e respectivos pH avaliados.

pH Tampao

5,0 100mM Acetato de sodio pH 5,0
6,0 100mM MES pH 6,0

7,0 100mM HEPES pH 7,0

8,0 100mM BICINE pH 8,0

9,0 100mM BICINE pH 9,0

10,0 100mM CAPS pH 10,0

3.13. Determinacao da temperatura 6tima para atividade da peptidase

Para a avaliagdo da temperatura 6tima da atividade proteolitica da proteina
recombinante, a reacao foi preparada adicionando-se 40 uL do extrato proteico e
360 pL de solugéo 1% (m/v) de azocaseina preparada no pH 6timo da reagéo de

acordo com ensaio descrito no item 3.12. A reagao foi incubada por 1 hora em
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diferentes temperaturas, para verificacdo do efeito da temperatura na atividade
enzimatica. As temperaturas de 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C foram
testadas. A reacao foi interrompida pela adigdo de 600 uL de solugdo 10% (m/v) de
acido tricloroacético e os tubos foram centrifugados a 10000 x g, a 20 °C por 15 min.
O sobrenadante foi diluido em uma propor¢ao de 1:1 com NaOH a 0,2 N, e entao, foi
realizada a leitura em 440 nm, em espectrofotdmetro Genesys 10S, (Thermo Fisher

Scientific). Os célculos de atividade foram realizados conforme descrito no item 3.12.
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4. RESULTADOS

4.1. Selegcao da peptidase

Com o objetivo de se obter uma peptidase para a aplicagdo em industria de
detergentes, inicialmente, foi realizado um levantamento de dados da literatura para
identificagao de possiveis moléculas candidatas. A peptidase escolhida foi a enzima
codificada pelo gene prt1 do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
caracterizada como subtilisin-like. A proteina precursora nativa possui 397
aminoacidos, sendo os primeiros 15 residuos, equivalentes ao peptideo sinal e sua
massa molecular € de 41-kDa. A enzima madura apresenta massa molecular de 29-

kDa e dois possiveis pontos de N-glicosilagédo (DI PIETRO et al., 2001).

4.2. Caracterizacgao in silico da sequéncia de aminoacidos

Para verificarmos e confirmarmos essas primeiras caracterizagcbes, a
sequéncia de aminoacidos dessa proteina foi coletada do banco de dados do NCBI.
O numero de acesso da sequéncia da proteina descrita como “serine peptidase
precursor [Fusarium oxysporum f. sp. lycopersicil ¢ AAC27316.2 (Figura 4).
Posteriormente, essa sequéncia foi submetida a analises de verificacdo da presencga
do peptideo sinal. De acordo com a demostrado na figura 5, o resultado obtido
mostra a presenca de um peptideo sinal referente aos 15 primeiros residuos de
aminoacidos da sequéncia através dos softwares SignalP e TargetP. Além do
peptideo sinal, o TargetP ainda predisse uma provavel localizagdo da proteina na via

secretora da célula com mais de 64% de confiabilidade.

Figura 4. Sequéncia completa dos residuos de aminoacidos da serine peptidase
precursor de numero de acesso AAC27316.2. Na sequéncia estdo identificados o
peptideo sinal (amarelo) e a regidao precursora (verde).

MRSATLLALLPFALAAPSRRAEPAPILRPRGVKLVDGKYIVKMKNGFQASSIE
SWVDKMIESIEADADYTYSKGFGGFAASLKDDELNKLKHDPNVEYIEQDAYIS
ITATTQQSNAPWGIARVSSQSPGGSTYTYDNSAGEGTCAYVIDTGIDVDHPDF
DGRAKFLKNFAGGSDSDGQGHGTHVAGTIGSTTYGVAKKTSLFAVKVLGDDGS
GTNSAVIAGMDFVSGHAKDENCPKGVVVNMSLGGETSDAVNQAAKAIVDAGLF
LAVAAGNDGKDASGSSPASEESACTVGATTRDDTLAEYSNFGSVVDVLAPGTD
ILSTWPNGKTNTISGTSMASPHVAGLAAYFLGLGQKAEGLCDYIASKALDGVI
SNVPSGTVNKLINNGVGGSNSSSIHH
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Figura 5. Analise da presenga de peptideo sinal na sequéncia de aminoacidos
AAC27316.2. (A) Analise da presenca de peptideo sinal no software SiganiP. A linha
horizontal tracejada rosa determina o grau de confiabilidade do resultado. A linha
vertical vermelha indica o sitio de clivagem. A linhas verde indica o peptideo sinal. A
linha azul é score da analise da combinacao do sitio de clivagem mais o peptideo
sinal. (B) Analise da sublocalizacao celular da proteina no software TargetP. A caixa
vermelha identifica a letra “s” de secre¢éo e a caixa azul o sitio de clivagem do
peptideo sinal no residuo 15.
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Apos a verificacdo da presenca de peptideo sinal, a sequéncia de
aminoacidos, desprovida desse peptideo foi submetida as analises do ponto
isoelétrico e massa molecular no software Compute pl/Mw. As analises mostraram
que a proteina precursora, madura e a pro-regido apresentam, respectivamente,
pontos isoelétricos tedricos que correspondem aos valores 4,89, 4,57 e 8,22. As
massas moleculares foram de aproximadamente 39,28 kDa para a proteina
precursora, 30,64 kDa para a proteina madura e 8,65 kDa para a pro-regido (Tabela
7).

As sequéncias de residuos de aminoacidos também foram submetidas a
analises de glicosilagcao para verificagdo da presencga de potencias sitios de N- e O-
glicosilagao, pois esse processo pos-traducional pode interferir na fungdo da
proteina e deve ser considerado para selecdo do sistema de expressdo. As analises

foram realizadas a partir dos dados obtidos nos softwares NetOGlyc e NetNGlyc. De
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acordo com os resultados gerados podemos verificar a presenga de 1 potencial
sitios de N-glicosilacdo, considerando o limite de confiabilidade apresentado no
grafico (Figura 6 A). Os potenciais sitios e O-glicosilagédo foram identificados nos
residuos de numeros 3, 99, 109, 110, 112 e 116 da sequéncia da proteina

precursora, e, estavam acima do limite de confiabilidade do software (Figura 3B).

Tabela 7. Sequéncias de aminoacidos empregadas nas analises in silico.
Identificagdo das massas moleculares (MM) e pontos isoelético tedrico (Pl).

Construcao Sequéncia de aminoacidos MM / Pl
PREC* APSRRAEPAPILRPRGVKLVDGKYIVKMKNGFQASS 39,28 kDa
IESWVDKMIESIEADADYTYSKGFGGFAASLKDDEL e 4,89

NKLKHDPNVEYIEQDAYISITATTQQOSNAPWGIARV
SSQSPGGSTYTYDNSAGEGTCAYVIDTGIDVDHPDFE
DGRAKFLKNFAGGSDSDGQGHGTHVAGTIGSTTYGV
AKKTSLEFAVKVLGDDGSGTNSAVIAGMDEVSGHAKD
ENCPKGVVVNMSLGGETSDAVNQAAKAIVDAGLFLA
VAAGNDGKDASGSSPASEESACTVGATTRDDTLAEY
SNFGSVVDVLAPGTDILSTWPNGKTNTISGTSMASP
HVAGLAAYFLGLGQKAEGLCDYIASKALDGVISNVP
SGTVNKLINNGVGGSNSSSIHH

MAD* PNVEYIEQDAYISITATTQQSNAPWGIARVSSQSPG 30,64 kDa
GSTYTYDNSAGEGTCAYVIDTGIDVDHPDFDGRAKF e 4,57
LKNFAGGSDSDGQGHGTHVAGTIGSTTYGVAKKTSL
FAVKVLGDDGSGTNSAVIAGMDFVSGHAKDENCPKG
VVVNMSLGGETSDAVNQAAKAIVDAGLFLAVAAGND
GKDASGSSPASEESACTVGATTRDDTLAEYSNEFGSV
VDVLAPGTDILSTWPNGKTNTISGTSMASPHVAGLA
AYFLGLGQKAEGLCDYIASKALDGVISNVPSGTVNK

LINNGVGGSNSSSIHH

PROREG* APSRRAEPAPILRPRGVKLVDGKYIVKMKNGFEFQASS 8,65 kDa
IESWVDKMIESIEADADYTYSKGEFGGFAASLKDDEL e 8,22
NKLKHD

*PREC - Precursora da peptidase; MAD - Peptidase madura; PROREG — Pro-regiao

4.3. Clonagem dos insertos PREC, MAD e PROREG

Os insertos que codificam a proteina precursora (PREC), a proteina madura
(MAD) e a proé-regido da proteina (PROREG) foram inicialmente amplificados e
analisados a partir da presenga e do tamanho dos fragmentos em gel de agarose.
Conforme a figura 7, podemos verificar a amplificagdo dos trés insertos. O inserto de
PROREG corresponde aos fragmentos de 234 pb. O inserto MAD corresponde aos
fragmentos de 912 pb. O inserto PREC corresponde aos fragmentos de 1146 pb.
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Figura 6. Analise da presenga de potenciais sitios glicosilagdo na sequéncia de
aminoacidos do precursor da peptidase. (A). Grafico gerado a partir das analises
realizadas no software NetOGlyc para verificagdo de N-glicosilagdo. Linhas verticais
verdes indicam os potenciais sitos de glicosilagdo (Potential). A linha horizontal
vermelha indica o limite de confiabilidade (Threshold) (B). Sequéncia de
aminoacidos indicando os residuos com potenciais sitos de O-glicosilagédo (amarelo)
dados pela analise do software NetOGlyc. A sequéncia em azul mostra a pré-regiao.
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PNVEYIEQDAYISITATTQQSNAPWGIARVSSQSPGGSTY
TYDNSAGEGTCAYVIDTGIDVDHPDFDGRAKFLKNFAGGSDSDGQGHGTHVAGTIGSTT
YGVAKKTSLFAVKVLGDDGSGTNSAVIAGMDFVSGHAKDENCPKGVVVNMSLGGETSDA
VNQAAKAIVDAGLFLAVAAGNDGKDASGSSPASEESACTVGATTRDDTLAEYSNFGSVV
DVLAPGTDILSTWPNGKTNTISGTSMASPHVAGLAAYFLGLGQKAEGLCDYIASKALDG
VISNVPSGTVNKLINNGVGGSNSSSIHm

Figura 7. Amplificacdo dos insertos codificadores das PROREG, MAD e PREC. Gel
de agarose 1% corado com SYBR® gold mostrando os produtos da PCR
correspondentes aos insertos PROREG (amostras 1, 2 e 3), MAD (amostras 4 e 5) e
PREC (amostras 6, 7 e 8). M indica o marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.
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Os insertos PROREG, MAD e PREC obtidos por PCR foram submetidos a
clonagem em vetor pJET1.2/blunt. As construgbes pJET/PROREG, pJET/MAD e
pJET/PREC foram usadas para transformacao de E. coli DH10B. Colbnias isoladas
foram obtidas apds o inéculo em meio seletivo para todas as construgdes em
analise. Uma colbnia da construgcao pJET/MAD e trés colbnias das construgcdes
pJET/PREC, pJET/PROREG foram coletadas e usadas para confirmagdo da
clonagem a partir da identificagcdo da liberagdo dos insertos MAD, PREC e
PROREG, respectivamente. Apdés o isolamento dos plasmideos, estes foram
tratados com as enzimas de restricao Xbal e Xhol e analisados apds eletroforese em
gel de agarose. Dois dos clones obtidos, apds a transformagdo com a construgao
pJET/PROREG, foram positivos para a presenca do inserto, enquanto que apenas
um clone de pJET/PREC e um de pJET/MAD foram positivos (Figura 8).

Figura 8. Analise da restricdo das construgcbes pJET/PROREG, pJET/MAD e
pJET/IPREC. Gel de agarose 1% corado com SYBR® gold mostrando os plasmideos
extraidos dos clones selecionados antes e apds reagao de restricdo. As mostras 1,
3, 5 correspondem aos plasmideos da construcao pJET/PREC e as amostras 2, 4, 6
correspondem aos produtos da restricdo desses plasmideos, respectivamente. As
mostras 7, 9, 11 correspondem aos plasmideos da construcdo pJET/PROREG e as
amostras 8, 10, 12 correspondem aos produtos da restricido desses plasmideos,
respectivamente. A amostra 13 corresponde a construgao pJET/MAD, sendo a
amostra 14 o produto da restricdo desse plasmideo. As setas indicam a liberagao
dos insertos PREC (azul), PROREG (amarela) e MAD (vermelha). M indica o
marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.
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4.4. Subclonagem dos insertos PREC, MAD e PROREG em vetor de expressao

As construgdes obtidas pela clonagem de PREC, MAD e PROREG no vetor
pJET1.2/blunt, como previamente descrito, tiveram seus insertos sequenciados para
verificacdo da sequéncia de nucleotideos. Apds a confirmacao das sequéncias de
nucleotideos corretas, estes insertos foram usados para a subclonagem em vetor de
expressao.

Para esse processo foram usados dois vetores de expressao em Pichia
pastoris, sendo eles, os vetores pGAPZadA, para expressao constitutiva, e pPICZdA,
para obtencido de uma expressao induzida a partir da adicdo de metanol. A Figura 3,
apresentada no material e método, mostra os diferengas e similaridades entre esses
vetores, bem como a presenca dos sitios de restricdo de Xbal e Xhol usados para a
insercao dos fragmentos PREC, MAD e PROREG retirados de pJET1.2/blunt com as
mesmas enzimas.

As construgbes pJET/PREC, pJET/MAD e pJET/PROREG e os vetores de
expressao pGAPZaA e pPICZaA foram submetidos a restricdo com as enzimas Xbal
e Xhol. Todos os insertos liberados, bem como ambos os vetores linearizados foram
analisados em gel de agarose, de onde foram removidos e purificados para a reagao
de ligagdo (dado ndo mostrado). Os produtos das ligagdes foram usados para
transformacao de E. coli DH10B para obtencao das construgdes dos plasmideos de
expressdo pGAPZaA/PREC, pGAPZaA/MAD, pGAPZaA/PROREG, pPICZaA/PREC,
pPICZaA/MAD e pPICZaA/PROREG. As colbnias obtidas, supostamente contendo
as construgdes, foram coletadas para extragdo dos plasmideos e verificagao da
presenca ou auséncia dos insertos PREC, MAD e PROREG a partir da analise dos
produtos da reagao de restricdo com as enzimas Xbal e Xhol. A Figura 9 mostra a
obtencdo de clones positivos para a presenga das construgcbes pGAPZaA/PREC,
PGAPZaA/MAD e pGAPZaA/PROREG, pois todos os plasmideos testados
apresentaram os insertos liberados.

As construcoes relativas ao vetor indutivel pPICZaA/PREC, pPICZaA/MAD e
pPICZaA/PROREG também apresentaram positividade a presenga dos insertos
apos a analise da reagao de restricdo dos plasmideos obtidos dos clones (Figura
10). Apds analise do sequenciamento, identificou-se que a clonagem da peptidase

madura ocorreu em correta fase de leitura. Diante dos resultados obtidos, pode-se
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continuar com o desenvolvimento do trabalho e empregar as diferentes construgdes

produzidas para transformacao de P. pastoris.

Figura 9. Analise da restricdo das construgoes pGAPZaA/PREC, pGAPZaA/MAD e
pGAPZaA/PROREG. Gel de agarose 1% corado com SYBR® gold mostrando os
plasmideos extraidos dos clones selecionados antes e apds reagao de restricdo. As
amostras identificadas como 1, 4, 7 correspondem aos plasmideos fechados
PGAPZaA/PROREG, pGAPZaA/PREC e pGAPZaA/MAD, respectivamente. As
amostras identificadas como 2 e 3 sdo os produtos da restricdo de
pPGAPZaA/PROREG, as identificadas como 5 e 6 sdo os produtos da restricido de
PGAPZaA/PREC e as identificadas como 8 e 9 mostram os produtos da restricao de
pPGAPZaA/MAD. As setas indicam a liberagdo dos insertos PROREG (azul), PREC
(amarela) e MAD (vermelha). M corresponde ao marcador GeneRuler 1 kb DNA
Ladder.
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4.5. Obtencao de clones de P. pastoris

Com o intuito de otimizar o tempo de trabalho e viabilizar a conclusdo do
trabalho, optamos por prosseguir com as constru¢des do inserto da proteina madura
(MAD). Portanto, os vetores pGAPZaA/MAD e pPICZaA/MAD foram extraidos,

linearizados e purificados para transformacéao de P. pastoris KM71H.
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Os vetores obtidos e linearizados sdo mostrados na figura 11. As bandas
entre 4000 e 5000 pb, correspondem as construcdes pPICZaA/MAD e
PGAPZaA/MAD linearizadas. A construgdo pPICZaA/MAD possui tamanho de 4512
bp (3600 pb do vetor e 912 pb do inserto). A banda unica no gel de agarose indica

que o DNA foi completamente linearizado.

Figura 10. Analise da restricdo das construgdes pPICZaA/PREC, pPICZaA/MAD e
pPICZaA/IPROREG. Gel de agarose 1% corado com SYBR® gold mostrando os
plasmideos extraidos dos clones selecionados antes e apds reagao de restricao. As
amostras identificadas como 1, 4, 7 correspondem aos plasmideos fechados
pPICZaA/PROREG, pPICZaA/PREC e pPICZaA/MAD, respectivamente. As
amostras identificadas como 2 e 3 sdo os produtos da restricdo de
pPICZaA/PROREG, as identificadas como 5 e 6 sdo os produtos da restricdo de
pPICZaA/PREC e as identificadas como 8 e 9 mostram os produtos da restricdo de
pPICZaA/MAD. As setas indicam a liberacdo dos insertos PROREG (azul), PREC
(amarela) e MAD (vermelha). M corresponde ao marcador GeneRuler 1 kb DNA
Ladder.
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A construgcao pGAPZaA/MAD possui o tamanho de 4012 pb (3100 pb do vetor
e 912 pb do inserto). Cabe ressaltar que as bandas a mais que aparecem na
amostra, submetida a restrigdo, correspondem a digestéo parcial do plasmideo, mas

como o fragmento linearizado foi posteriormente recortado e purificado para a



37

transformacdo, este resultado nao interferiu nos passos subsequentes para

obtencdo de clones de expressao.

Figura 11. Andlise dos vetores de expressao pPICZaA/MAD e pGAPZaA/MAD. Gel
de agarose 1% corado com SYBR® gold mostrando ambos os vetores circulares e
linearizados. As amostras 1 e 3 correspondem, respectivamente, aos vetores
pPICZaA/MAD e pGAPZaA/MAD antes da linerizagcdo. As amostras 2 e 4
correspondem aos vetores pPICZaA/MAD e pGAPZaA/MAD linearizados apos o
tratamento com as enzimas Pmel e XmaJl, respectivamente. A seta vermelha indica
a parte do vetor pGAPZaA/MAD que foi purificada do gel.M corresponde ao
marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

M 1 2 3 4

10000 bp

2000 bp
6000 bp
£000 bp
4000 bp

3500 bp
3000 bp

2500 bp
2000 bp

1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp




38

Os vetores linearizados foram usados para transformagao de P. pastoris. Os
clones foram selecionados em meio seletivo contendo Zeocin®. Para ambas
construgbes (pGAPZaA/MAD, pPICZaA/MAD) foram coletadas 48 colbnias para a
continuidade dos experimentos. Portanto, podemos verificar a boa eficiéncia da
transformagédo empregada. As col6nias selecionadas foram cultivadas e mantidas

em meio seletivo conforme representado na figura 12.

Figura 12. Foto representativa da coleta e manutengao das colbénias de P. pastoris.
Clones obtidos pela transformacdo com os vetores de expressao da proteina
madura, construgdes pGAPZaA/MAD e pPICZaA/MAD.

4.6. Selegcao dos clones de P. pastoris produtores da peptidase

Tendo obtido diferentes e muitos clones, o proximo passo foi analisar a
producdo da proteina madura. Para identificarmos os clones de P. pastoris
transformadas com a construgdo pGAPZaA/MAD (PpGAP_Mad), que eram
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produtoras da peptidase, diferentes clones foram cultivados e o sobrenadante das
culturas foi coletado e submetido a analise de sua atividade proteolitica.

No ensaio realizado com os sobrenadantes de culturas de 18 clones P.
pastoris Mad ndo se obteve a atividade enzimatica esperada para os clones
testados. Todas as linhagens usadas apresentaram uma atividade enzimatica
proxima a 100%, a mesma verificada para a linhagem parental controle (Figura 13).
Novos ensaios foram conduzidos com as outras 30 coldnias obtidas, mas nenhum
dos clones foi identificado como um clone produtor de peptidase ativa. Portanto, nao

foi possivel selecionar um clone com producao da peptidase madura.

Figura 13. Atividade proteolitica dos extratos secretados por clones de P. pastoris
transformadas com as constru¢cdes de promotor constitutivo. Os sobrenadantes de
culturas de 18 clones de P. pastoris transformadas com o pGAPZaA/MAD foram
coletados, apds 96 horas, e empregados para avaliagao da atividade enzimatica. O
controle do experimento foi realizado com o sobrenadante da cultura de Pichia
pastoris KM71H parental (ndo transformada) submetida ao mesmo processo.
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Para o ensaio realizado com os sobrenadantes de culturas de 9 clones de P.
pastoris transformadas com a construgédo pPICZaA/MAD (PpPIC_Mad), foi possivel
observar a atividade enzimatica aumentada em trés clones, de forma significativa,
quando comparada a atividade enzimatica apresentada pelo sobrenadante da

linhagem parental controle (Figura 14).
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Os clones identificados como Col.1, Col.4 e Col.7, que se mostraram
promissores na producido da peptidase, verificada de forma indireta pela atividade
enzimatica, foram novamente inoculadas para a obtencdo da peptidase em maior
escala. Os cultivos em meio de cultura BMMY foram avaliados em relacdo a
quantidade de biomassa e atividade proteolitica a cada 24 horas.

A analise da biomassa, realizada pela medida do peso seco, foi realizada
durante todo o processo de cultivo dos diferentes clones a cada 24 horas. Este
processo mediu de forma indireta o crescimento celular dos clones. Durante a fase
de crescimento, que transcorreu por 24 horas, em meio de cultura BMGY, nao foi
observada diferenga significativa na quantidade de biomassa entre os diferentes
clones testado, pois todos apresentaram um peso seco de aproximadamente 3 g/L.
Quando o peso seco foi avaliado, durante a fase de indugéo, ou seja, entre 0 e 144
horas, o Col.7 teve um crescimento inferior quando comparado aos Col.1 e Col.4,
mas essa diferenga nao foi significativa. Os Col.1, Col.4 e Col.7 apresentaram os
pesos secos com valores de 18,8 e 19,4 e 14,7 g/L apds 144 horas de cultivo (Figura
15 A).

Figura 14. Atividade proteolitica dos extratos secretados por clones de P. pastoris
transformadas com as construgdes de promotor indutivel. Os sobrenadantes de
culturas de 9 clones de P. pastoris transformadas com o pPICZaA /MAD foram
coletados, apds 96 horas, e empregados para avaliagao da atividade enzimatica. O
controle do experimento foi realizado com o sobrenadante da cultura de Pichia
pastoris KM71H parental (ndo transformada) submetida ao mesmo processo.
Asterisco unico indica p<0,05 e asterisco triplo indica p<0,01 em relagdo ao controle.
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O teste de atividade enzimatica foi realizado com o sobrenadante das culturas
dos trés clones a cada 24 horas de inducdo. O sobrenadante de Col.4 nao
demonstrou efeito proteolitico em nenhum dos tempos testados. O Col.7, apresentou
atividade proteolitica somente no tempo de 48 horas depois da indugdo com
metanol. O Col.1 apresentou atividade proteolitica em todos os tempos testados,
sendo o no tempo de 72 horas a maior atividade enzimatica observada (Figura 15
B). Este resultado determinou, indiretamente, a produgéo da peptidase pelo Col.1, e,

portanto, este clone foi selecionado para a continuidade dos estudos.

Figura 15. Analise da biomassa dos clones Col.1, Col.4 e Col.7 e da atividade
proteolitica de seus produtos secretados. Trés cones de P. pastoris, obtidos pela
transformacao com pPICZaA/MAD, foram cultivados em meio BMGY por 24 horas, e
posteriormente, foram induzidos com meio BMMY por 144 horas. (A) Determinacgéo
da biomassa da cultura. (B) Atividade proteolitica do sobrenadante da cultura.
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Apesar do Col.4 nao apresentar atividade enzimatica e Col.7 apresentar

somente no tempo de 48 horas apds a indugado, estes clones também foram
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avaliados quanto a producdo da peptidase em estudo, pois esta proteina pode ser
produzida mas ndao desempenhar sua funcdo. Os sobrenadantes das trés culturas
com crescimento de 144 horas foram submetidos a IMAC para verificagdo da
expressao da peptidase e obtengao da proteina purifcada em coluna de niquel, pois
a clonagem do inserto MAD foi realizado em fusdo com o segmento de DNA que
codifica na regiao N-terminal uma cauda de histidina (HisTag).

Os perfis cromatograficos das purificagbes das amostras dos trés clones
mostram a presenca de dois picos de elevada absorbancia condizentes com os
momentos da injegdo da amostra (primeiro pico) e da eluicdo das moléculas que
ficaram ligadas a coluna de niquel (segundo pico). Estes dados sugerem a presenca
da proteina purificada, pois apresentou um unico pico homogéneo (Figura 16).

Figura 16. Grafico dos perfis obtidos a partir da cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (IMAC). Dois mililitros dos sobrenadantes das culturas dos clones 1, 4 e
7 de P. pastoris transformada com pPICZaA/MAD e induzidas por 144 horas foram
aplicadas na coluna de niquel. As linhas vermelha, verde e azul representam os
sobrenadantes de Col.1, Col.4 e Col.7, respectivamente. A medida de absorbancia
esta identificada no eixo Y em mAU. As setas vermelhas e azul correspondem aos
momentos de injegao e eluicdo da amostra, respectivamente.
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A partir destes resultados, antes de prosseguir com os experimentos, foi
realizada a avaliacao da presenca da proteina no sobrenadante da cultura de todos
os clones e em todos os tempos de coleta das amostras, durante o processo de
indugdo, através da aplicagdo das diferentes amostras em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE).

Os perfis proteicos encontrados a partir da observacdo do SDS-PAGE

indicam a presenca de proteinas similares em todos os sobrenadantes,



43

diferenciando, em alguns tempos, na quantidade das moléculas. A figura 17 mostras
maiores quantidades proteicas no sobrenadante das culturas do Col.1 que nos
outros dois clones analisados, 0 que ja era esperado, visto a maior atividade

enzimatica exercida por este sobrenadante (Figura 15 B).

Figura 17. Analise dos perfis proteicos dos sobrenadantes das culturas de clones de
P. pastoris transformadas com pPICZaA/MAD. SDS-PAGE 12% corado com prata. A
raia identificada como M mostra o marcador de peso molecular de proteinas LMW
GE. Perfil proteico dos sobrenadantes das culturas de Col.1, Col.4 e Col.7 em
diferentes tempos de indugdo. Os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 correspondem,
respectivamente, as amostras coletadas nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144
horas para todos os géis. As raias identificadas como 8 mostram os produtos da
purificacdo por IMAC dos sobrenadantes das culturas de Col.1, Col.4 e Col.7 no
tempo de 144 horas. As setas indicam a presenga de uma proteina de
aproximadamente 50 KDa.

-
(0]
&
ke
@)
ﬂ-
[15]
o
o
@)

97,0

66,0 . 4um
M~ 450 o)
(0]
g 30,0 B
O 201

L]
14,4
B

Quando se analisa os produtos das purificagbes realizadas com os

sobrenadantes dos trés clones, todos apresentam uma proteina de massa molecular
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de aproximadamente 50 kDa (Figura 17). Essa massa da peptidase néo era a
esperada, pois as analises in silico realizadas, mostraram que a proteina madura
teria uma massa aproximada de 30 kDa (Tabela 7).

Estes resultados verificaram, que apesar da peptidase estar com tamanho
diferente do tamanho tedrico esperado na analise in silico, ela apresentou resultado
enzimatico condizente com sua funcao. Além disso essa proteina pode ter sofrido
modificagdes poés-traducionais como glicosilagao, também verificada pelas analises
in silico em outros softwares.

Col.1 foi o clone de escolha para a producdo da peptidase, pois os
sobrenadantes de suas culturas apresentaram maior producdo de proteinas, bem

como, melhor atividade proteolitica no sobrenadante de suas culturas.

4.7. Obtencao e purificagao da peptidase madura

O processo de producdo de peptidase madura recombinante (pMAD) foi
realizado a partir da indugédo de Col.1 por um periodo de 72 horas, pois de acordo
com os dados analisados, a maior atividade enzimatica obtida pelo sobrenadante da
cultura deste clone foi neste tempo. Apds a inducao, o peso seco da cultura e a
atividade proteolitica e perfil proteico do sobrenadante da cultura foram analisados.

A biomassa foi analisada nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas do processo de
indugdo, e se manteve praticamente constante, com valores em torno de 20 g/L.
Este resultado corrobora com os dados observados para a atividade enzimatica
encontrada com os sobrenadantes das respetivas culturas, onde também se
manteve-se praticamente constante nos mesmos tempos avaliados. Estes
resultados indicam que a expressao da peptidase funcional ja ocorre nas primeiras
24 horas de indugao sem um incremento significativo na sua produgédo em tempos
superiores, 0 que esta intrinsecamente relacionado com o balango entre a produgao
e a degradacéao da peptidase ativa (Figura 18).

Com a finalidade de verificar indicios da presenga da pMAD nos
sobrenadantes das culturas analisadas quanto a atividade enzimatica, os
sobrenadantes foram aplicados em SDS-PAGE. De acordo com a figura 19
podemos verificar a presenca de uma banda proteica de massa molecular proxima a

30 kDa, o tamanho esperado para a pMAD conforme analises in silico.
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Figura 18. Analise da biomassa e da atividade proteolitica das culturas de Col.1. O
clone 1 de P. pastoris transformada com pPICZaA/MAD foi cultivado em meio de
indugdo BMMY por 72 horas. A determinagao da biomassa foi realizada nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas, assim como a das atividades enzimaticas dos
sobrenadantes das culturas.
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Diante destes resultados promissores, seguimos para O processo de
purificacdo de pMAD em coluna de niquel apds aplicagdo dos sobrenadantes das
culturas de 24, 48 e 72 horas. Como podemos verificar na figura 20, todos os
sobrenadantes apresentaram um pico homogéneo durante o processo de eluicdo da
amostra ligante da coluna, bem como, apresentaram um perfil de purificagdo
bastante similar, diferenciando apenas nas quantidades do produto purificados.

As fracdes purificadas e as fragdes dos sobrenadantes das culturas, que
passaram pela coluna (flowthrough) no processo de purificagdo, foram analisadas
em SDS-PAGE para verificagao da presenga da pMAD purificada. A figura 21 mostra
a presenca de uma proteina de massa molecular proxima de 30 kDa nas fracdes
eluidas da coluna, enquanto que nas fracbes do flowthrough, a presenca dessa
molecula estava em quantidades bem inferiores. Além disso, nas fragdes
purificadas, quase nao se identifica moléculas contaminantes (Figura 21). Portanto,
estes resultados possibilitaram a verificagdo da atividade proteolitica da pMAD

isolada sob as condicbes de pH e temperatura.
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Figura 19. Analise dos perfis proteicos dos sobrenadantes das culturas do clone 1
de P. pastoris. SDS-PAGE 12% corado com prata. As raias identificadas como M
mostram o marcador de peso molecular de proteinas LMW GE. Perfil proteico dos
sobrenadantes das culturas de Col.1 em diferentes tempos de inducao. Os numeros
1-3 correspondem a 24 horas de indugéo (triplicata). Os numeros 4-6 correspondem
a 48 horas de indugao (triplicata). Os numeros 7-9 correspondem a 72 horas de
inducdo (triplicata). A raia identificada como TO mostra o perfil proteico do
sobrenadante da cultura de Col.1 antes da indugéo. As setas indicam a presenca de
uma proteina de aproximadamente 30 KDa.
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Figura 20. Grafico dos perfis cromatograficos obtidos a partir da cromatografia de
afinidade a metal imobilizado (IMAC). Sobrenadantes das culturas do clone 1 de P.
pastoris com diferentes tempos de indugdo. As linhas vermelha, verde e azul
identificam os dados obtidos para os sobrenadantes das culturas de tempos de
inducdo de 24, 48 e 72 horas, respectivamente. A medida de absorbancia esta
identificada no eixo Y em mAU.
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Figura 21. Analise da purificagdo de pMAD. SDS-PAGE 12% corado com prata
contendo aliquotas das fragdes purificadas e flowthrough dos sobrenadantes das
culturas de clones 1 de P. pastoris induzidas em diferentes tempos. A raia
identificada como M mostra o marcador de peso molecular de proteinas LMW GE.
As raias 1 e 2 correspondem, respectivamente, as fragdes purificada e flowthrough
de tempo de 24 horas. As raias 3 e 4 correspondem, respectivamente, as fracoes
purificada e flowthrough de tempo de 48 horas. As raias 5 e 6 correspondem,
respectivamente, as fragdes purificada e flowthrough de tempo de 72 horas. A seta
indica a preseng¢a de uma proteina de aproximadamente 30 KDa.
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4.8. Determinagao de condi¢oes 6timas de pH e temperatura para atividade da
pMAD

A pMAD purificada foi inicialmente submetida a avaliagido de sua atividade
proteolitica em condi¢gdes normais, conforme previamente padronizado, e mostrou
atividade proteolitica (Figura 22). Subsequentemente, essa atividade enzimatica foi
estuda em diferentes condicbes de pH e temperatura. Para determinar o pH 6timo
para atividade de pMAD, esta proteina foi empregada em reacdes contendo pHs
entre os valores de 5,0 e 10,0. A pMAD apresentou melhor atividade proteolitica no
pH 8,0 (Figura 23 A).

Para a identificacdo da melhor temperatura para o efeito proteolitico de
pMAD, fragbes de uma mesma reagao foram incubadas em temperaturas diferentes.

Curiosamente, esta peptidase apresentou maior atividade na temperatura de 40 °C
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(Figura 23 B). Cabe ainda ressaltar, que curiosamente, pMAD apresentou um efeito
melhor em temperaturas superiores a 40 °C que a 35 °C.

Figura 22. Anadlise da atividade proteolitica da pMAD purificada. A atividade
enzimatica dos diferentes tempos esta mostrada juntamente com a area do pico
cromatografico obtido nos processos de eluigdo de cada amostra. As analises foram
determinadas com as fragdes purificadas dos sobrenadantes da cultura dos tempos
de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 23. Andlise das condi¢cbes otimas de pH e temperatura para a atividade
proteolitica da pMAD purificada. A atividade da peptidase em diferentes pHs e
temperatura foi analisada em ensaio com substrato de Azocaseina. (A) Efeito do pH
na atividade especifica. (B) Efeito da temperatura na atividade especifica.
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5. DISCUSSAO

A importancia da biotecnologia, bem como sua aplicabilidade sdo percebidas
desde tempos antigos, como por exemplos na producado do pao, na fabricacdo de
bebidas alcodlicas e na produgao de diversos alimentos. Mas dados recentemente
mostram a utilizacdo de uma biotecnologia moderna com o um efeito dramatico na
economia e na sociedade mundiais (SAl et al., 2011). A partir desta biotecnologia,
podemos obter varios produtos para uma diversidade de propdsitos. As aplicagdes
industriais para enzimas microbianas cresceram imensamente nos ultimos anos. Os
produtos relacionados vém aumentando nos campos da medicina, diagnéstico,
alimentos, nutricdo, detergentes, couro, téxtil, papel e plastico (LIU et al., 2013).
Vista a importancia das enzimas em varias atividades bioldgicas, e a disponibilidade
do uso de processos biotecnologicos de engenharia genética, este trabalho
apresentou estudos preliminares de uma peptidase de Fusarium oxysporum através
de expressao heterdloga em P. pastoris.

Com o objetivo de se obter uma peptidase para a aplicagcdo em industria de
detergentes, uma peptidase do fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici,
caracterizada como subitilisin-like (DI PIETRO, et al., 2001), foi selecionada para o
estudo. Essa proteina foi produzida, purificada e passou por avaliacdo de atividade
enzimatica, bem como, de identificacdo de seus pHs e temperatura 6timos. Mas
para a sua produgdo, foram necessarias algumas analises in silico para a selegéo do
melhor e mais vantajoso sistema de expresséo, pois conforme descrito por Gomes e
colaboradores (2016), processos pos-traducionais, como a remocao de peptideo
sinal e glicosilagdes, devem ser considerados, pois interferem na atividade funcional
da proteina, e dependendo do sistema de expressao utilizado, essas modificagbes
podem nao ocorrer.

A analise in silico realizada para a determinacdo de uma possivel sequéncia
de peptideo sinal demonstrou que essa peptidase do fungo F. oxysporum possui um
peptideo sinal. Corroborando com esses dados, outra analise mostrou a possivel
localizacdo dessa peptidase na via secretora da célula, pois as proteinas séo
direcionadas a via de secre¢do, principalmente, através do reconhecimento do
peptideo sinal. Além disso, essa sequéncia apresentou possiveis sitios de

glicosilacdo, que podem estar envolvidos na atividade enzimatica da peptidase.
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Diante destes dados, o sistema de expressdao em P. pastoris foi escolhido para a
obtencdo da proteina recombinante.

Outro aspecto que foi abordado por esse estudo foi a utilizacdo de sequéncias
de nucleotideos para codificagao de diferentes produtos proteicos, pois a subtilisina
de F. oxysporum é produzida em sua forma nativa, como uma pré-enzima, que
precisa ser ativada através de um mecanismo de remogao da pro-regiao inibitéria.
Por esse motivo, optou-se por produzir diferentes constru¢des com o objetivo de
entender o mecanismo de ativagdo enzimatica e produzir uma peptidase funcional.
O gene da peptidase foi sintetizado a partir da sequéncia de aminoacidos, e
possibilitou a otimizacdo de cdédons. Usando esse gene sintético, os insertos que
codificam a proteina precursora (PREC), a proteina madura (MAD) e a pro-regido da
proteina (PROREG) foram amplificados e usados para a clonagem em dois vetores
de expressao em P. pastoris.

Os vetores de expressao em Pichia pastoris empregados neste estudo foram
o0 pGAPZaA, para expressao constitutiva, e pPICZaA, para obtencdo de uma
expressao induzida a partir da adigdo de metanol. Dois diferentes processos de
expressao foram testados, pois existe vantagens e desvantagens para ambos os
processos, como por exemplo, a possibilidade da expressdo constitutiva de
determinadas moléculas téxicas provocar a morte do microrganismo, e por outro
lado, a expressao a partir da indugao por metanol ser mais lenta e menos produtiva
(POTVIN et al., 2012).

Apesar da obtencdo de todas as construgdes propostas em vetores de
expressao em P. pastoris, ou seja, os plasmideos pGAPZaA/PREC, pGAPZaA/MAD,
pGAPZaA/PROREG, pPICZaA/PREC, pPICZaA/MAD e pPICZaA/PROREG,
somente as construgdes com o inserto para codificagdo da proteina madura foram
utilizadas para os proximos passos. Esta decisdo foi baseada na hipdtese de
iniciarmos os estudos com a proteina ativa, e depois empregarmos esforgos, caso
fosse necessario, nos demais produtos proteicos.

Varios clones de P. pastoris foram obtidos para ambas as construgdes
pPGAPZaA/MAD e pPICZaA/MAD. Neste momento de selegdo dos clones com
expressao da proteina recombinante, a producao foi avaliada de forma indireta, isto
€, por meio da verificagao da atividade enzimatica de peptidase. Todos os clones da

construgcado realizada para a expressao constitutiva, que foram testados, nao
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apresentaram atividade proteolitica. Este resultado foi diferente para os clones
obtidos a partir da construcdo com vetor de expressao induzida com metanol, pois
os sobrenadantes das culturas de trés clones testados apresentaram atividade
proteolitica.

Para esses sobrenadantes, os perfis cromatograficos foram analisados e
apresentaram-se semelhantes e condizentes com a obtengdo de uma proteina
recombinante pela presenca de um pico unico durante o processo de eluicdo das
moléculas ligadas a coluna de afinidade. Mas curiosamente, quando verificamos o
perfil proteico em gel de poliacrilamida, ndo foi visualizado nenhuma proteina de
massa molecular de 30 kDa, conforme esperado, mas outra com aproximadamente
50 kDa. Sabendo da possibilidade de glicosilagao a mais de proteinas no sistema de
P. pastoris (CEREGHINO & CREEG, 2000), aventamos a hipétese desse processo
ter acontecido, mas independente dessa alteracao, a proteina manteve sua fungao,
que é o objetivo central desse trabalho.

A partir de outros processos de expressao para obtencdo da proteina
recombinante em larga escala foi verificado a mesma atividade enzimatica, o mesmo
perfil cromatografico, e diferentemente, dos resultados do perfil proteico verificado
anteriormente, foi verificada a presenca de uma proteina de massa molecular de 30
kDa, condizente com os dados da literatura (DI PIETRO et al., 2001) e com os dados
obtidos nas analises in silico deste estudo.

Em adi¢cdo aos resultados da atividade enzimatica, a proteina recombinante,
apesar de ativa, demonstrou pouca atividade durante os testes, talvez pela baixa
quantidade utilizada. Portanto, novas formas de otimizar a fungao seria aumentar o
rendimento da sua producao através de modificagdes dos componentes do meio de
cultura utilizados e/ou quanto dos parametros de cultivo. Formulagbes de meios para
cultivos celulares consistem em nutrientes, como fontes de carbono, peptonas,
aminoacidos, extratos de carne e leveduras, minerais e vitaminas. Alguns
componentes do meio podem ser criticos para o crescimento celular ou
produtividade, outros podem ser toxicos em certos niveis, e muitos outros podem
estar envolvidos em interacbes complexas competindo ou na mesma via no interior
das células. Tradicionalmente, os componentes do meio sido selecionados
individualmente (one factor at a time - OFAT) ou em combinagdes em experimentos
em Shaker (CHANG & ZANDSTRA, 2004).
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Algumas estratégias sao utilizadas durante o cultivo do microrganismo, a fim de se
aumentar o rendimento especifico do produto que se deseja expressar. Além da
otimizacdo dos componentes nos meios de cultivo, ajustes nos parametros
fermentativos, como aeragao, pH e temperatura podem ser empregados para uma
melhor produtividade (CEREGHINO et al., 2002). A indugdo em temperaturas mais
baixas, como 23 °C, pode facilitar a expressao da proteina na forma soluvel (LI et al.,
2001). A acidificagdo do meio (pH em torno de 5,0) e a adigdo de detergentes, como
o Triton X-114 também podem auxiliar a solubilizagdo de algumas proteinas
(CEREGHINO et al., 2002).

A utilizagdo de outras fontes de carbono durante a fase de indugado (co-
feeding) tem sido uma estratégia adotada para melhorar a produtividade especifica
(FILES et al., 2001). O sorbitol € uma alternativa para essa fungao, pois nao reprime
o promotor AOX1 e, desse modo, pode ser utilizado juntamente com o metanol
durante a fase de inducdo, o que pode diminuir o tempo do processo (XIE et al.,
2005).

Uma outra alternativa, seria trabalhar a constru¢do genética da proteina
precursora, pois a expressdao de proteases é indesejavel durante o cultivo de
microrganismos para a expressao heréloga de proteinas recombinantes, como
verificado pela delegdo dos genes prb1 e pep4 que codificam proteases em P.
pastoris. Outro aspecto que deve ser considerado é a atividade de autoprotedlise
que a enzima poderia desempenhar e levar a propria degradagao, como ja verificado
para outras proteinas (JOMAA et al.,, 2009; EGERER et al.,, 2007), ou pela
degradacéo proteolitica do produto ao passar pelas vias pos-secretorias levando a
proteinas nao funcionais (IDIRIS et al., 2010).

Ainda neste trabalho, foram determinadas as condi¢gbes 6timas de temperatura e pH
para atividade enzimatica dessa peptidase recombinante obtida. Apesar de outros
resultados serem necessarios para uma melhor caracterizagdo desta proteina, os
resultados ja apresentados contribuem muito para o conhecimento cientifico e para a
indicacdo de uma potencial molécula a ser empregada no desenvolvimento de
produtos industrializados que necessitam de uma peptidase.

Apesar de outros resultados serem necessarios para uma melhor caracterizacéo
desta proteina, os resultados ja apresentados contribuem muito para o

conhecimento cientifico e para a indicacdo de uma potencial molécula a ser
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empregada no desenvolvimento de produtos industrializados que necessitam de

uma peptidase que funcionem em temperaturas mais altas.
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6. CONCLUSOES

Reiterando todos os resultados expostos, pode-se verificar que este trabalho

alcangou os objetivos propostos, conforme discriminado abaixo:

e Desenvolveu-se a clonagem da peptidase em suas diferentes fases de
proteina precursora (PREC), peptidase madura (MAD) e de sua pré-regiao
(PRO) nos vetores de expressao pPICZaA e pGAPZaA;

e Obteve-se os clones e avaliou-se a producao da peptidase madura por P.
pastoris transformadas com as construgdes pPICZaA/MAD e pGAPZaA/MAD;

e Selecionou-se os clones com melhor rendimento na producdo da proteina
recombinante madura (rMAD);

e Purificou-se a rMAD por cromatografia de afinidade;

e Avaliou-se a atividade enzimatica da rMAD, bem como a determinacdo das

condicoes 6timas de pH e temperatura para atividade enzimatica.
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