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RESUMO 

 

Fuentes Rivera JPN. Construção de sistema que permite a ancoragem de 
proteína recombinante à superfície celular de levedura [Dissertação]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 
2008. 
                            

Sistemas do tipo “cell surface display” vêm sendo desenvolvidos para expressão 

de proteínas heterólogas ancoradas à superfície celular de microrganismos. 

Várias aplicações foram reportadas destes sistemas, incluindo o emprego como 

biocatalizador celular, desenvolvimento de vacinas e biosorventes celulares. 

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema que permite ancoragem da proteína 

glicoamilase de Aspergillus awamori à superfície da parede celular da levedura 

Saccharomyces cerevisiae. O gene codificador da glicoamilase com sua 

seqüência sinal foi fusionado ao fragmento do gene codificador da região C-

terminal da proteína Flo1p (Flo428), que foi utilizada como âncora (fragmento 

CG*FC). As células de levedura foram transformadas com o fragmento híbrido 

CG*FC e os transformantes foram capazes de degradar amido e liberar glicose. A 

atividade da glicoamilase não foi detectada no meio de cultura, porém está 

presente no sedimento celular. Estes resultados demonstram que a glicoamilase 

foi ancorada à parede celular da nova linhagem recombinante de levedura.   

 

Palavras-chave : Saccharomyces cerevisiae.  Âncora Flo1p. Glicoamilase. 

Superfície celular.  Sistema de ancoragem de proteína. Biotecnologia. 
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ABSTRACT  

 

Fuentes Rivera JPN. Construction of a system that allows anchoring of 
recombinant protein to the cell surface of yeast [Master thesis]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2008. 

 

Cell surface display systems have being developed for expression of heterologous 

proteins anchored to the cell surface of microorganisms. Several applications of 

these systems have been reported, including employment as whole-cell 

biocatalysts, development of vaccines and cellular biosorvents.  

In this work it was developed a system that allows the anchoring of the Aspergillus 

awamori glucoamylase protein to the cell wall surface of the yeast 

Saccharomyces cerevisiae. The gene encoding glucoamylase with its secretion 

signal was fused to the gene fragment encoding the C-terminal region of Flo1 

protein, used as an anchor (CG*FC fragment). Yeast cells were transformed with 

hybrid CG*FC fragment and transformants were able to degrade starch and 

release glucose. Glucoamylase activity  was not detected in the culture medium, 

but only in sedimented cells. These results demonstrate that glucoamylase was 

anchored to the cell wall of the new recombinant strain yeast.   

 

Key words: Saccharomyces cerevisiae. Anchor Flo1p. Glucoamylase. Cell wall. 

Anchoring protein system. Biotechnology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leveduras 
 

As leveduras fazem parte de um grupo de microrganismos eucariontes 

inferiores, unicelulares amplamente distribuídas na natureza. Elas têm sido 

utilizadas pelo homem há milhares de anos, em processos de fermentação 

alcoólica e preparo de pães, causando um grande impacto na produção de 

alimentos e influenciando no desenvolvimento sócio-econômico da humanidade. 

Embora as leveduras sempre tenham tido importante papel nesses processos, o 

conhecimento da participação de organismos vivos na fermentação foi 

demonstrado em 1876 por Louis Pasteur. Posteriormente, Hansen isolou 

leveduras de processos de fermentação e propagou a cultura pura. Esse fato 

propiciou o grande desenvolvimento dos processos fermentativos e como 

conseqüência, muitas alterações tem sido feitas nesses processos 

(Hammond,1993). 

Saccharomyces cerevisiae é uma das espécies de levedura mas 

estudadas e empregadas em processos industriais  como produção de alimentos 

como pão ou cerveja; extrato de levedura; como suplemento alimentar para 

ração animal, produção de aroma e sabor em alimentos; bebidas como vinho, 

sake, bebidas destiladas em geral; glicerol e, na produção de álcool combustível. 

Devido ao emprego da tecnologia do DNA recombinante tanto a levedura  

S. cerevisiae como leveduras relacionadas, ganharam grande implulso na 

produção de varias proteínas heterólogas (Walker,1998). Consequentemente  

S. cerevisiae é reconhecida pelo FDA americano como um organismo seguro, 

“GRAS” (“Generally Recognized As Safe”), para ser empregada como alimento e 

produção de fármacos, não oferecendo riscos de contaminação por substâncias 

tóxicas ou alergênicas normalmente presentes em bactérias (Romanos et al., 

1992).                                                                                                                                                                                      

S. cerevisiae é um fungo unicelular ascomiceto, que pode alternar seu 

ciclo de vida com fase sexuada e fase assexuada ou vegetativa, apresentando 

células na forma haplóide (n) ou diplóide (2n) (Figura 1). O tamanho da célula 
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haplóide e diplóide varia com a fase de crescimento e de linhagem para 

linhagem. Tipicamente, células diplóides têm forma elipsoidal e medem 

aproximadamente 5 x 6 µm enquanto que as células haplóides tem forma 

esférica e medem  aproximadamente 4 µm de diâmetro (Sherman, 1979).  As 

células haplóides podem ser de dois tipos de acasalamento MATa  e MATα. 

Durante a fase assexuada as células diplóides (2n) e haplóides (n) podem 

dividir-se por mitose, replicando se por um processo denominado brotamento, 

pelo qual a célula parental produz um broto que cresce durante o ciclo celular 

até finalmente separar-se da célula original. Na fase sexuada, duas células 

haplóides (n) de diferentes tipos de acasalamento podem se cruzar, originando 

uma célula diplóide (2n) MATa/MATα (Sprague, 1995). As células diplóides 

podem multiplicar-se indefinidamente por mitose, porém em condições adversas, 

como falta de nutrientes, as células podem sofrer meiose formando 4 esporos 

haplóides (n), denominadas ascósporos, as quais permanecem contidas no 

interior da célula parental, em uma estrutura conhecida como asco. Após a 

clivagem enzimática da parede celular do asco, os esporos haplóides podem ser 

individualmente isolados e analisados, permitindo um estudo genético detalhado. 
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   Os conhecimentos sobre a genética, fisiologia e a biologia molecular de 

S. cerevisiae estão hoje mais avançados do que para qualquer outro eucarioto, 

podendo as células ser manipuladas quase tão facilmente quanto a bactéria 

Escherichia coli, além disso foi o primeiro eucarioto a ter seu genoma 

completamente seqüenciado (Goffeau et al., 1996). 

 

1.2 Expressão de genes heterólogos em leveduras 
 

Por serem organismos unicelulares, as leveduras apresentam as mesmas 

facilidades de manipulação e crescimento que as bactérias, porem com uma 

série de vantagens adicionais, no que se refere à produção de proteínas 

heterólogas de origem eucarionte, como: ambiente intracelular favorável à 

correta formação das proteínas de eucariotos (Valenzuela et al., 1982); 

mecanismos de transcrição, tradução e processamento pós-transcricional, são 

semelhantes àqueles observados em células de eucariontes superiores 

(Kingsman e Kingsman, 1987); capacidade de processar modificações pós-

traducionais para produção de proteínas heterólogas como: glicosilação, 

acilação e fosforilação (Kukuruzinska et al., 1987; Miyamoto et al., 1985; Towler 

et al.; 1988) que contribuem para a manutenção da integridade estrutural, 

solubilidade, atividade biológica e localização celular das proteínas, bem como a 

capacidade de secreção eficiente, o que facilita a separação dos produtos 

recombinantes a partir do meio de cultura. 

A introdução de genes exógenos em células de S. cerevisiae é realizada 

através de métodos de transformação genética. Ao final dos anos 70, Hinnen  

et al. (1978) e Beggs (1978) demonstraram ser possível a transformação 

genética da levedura S. cerevisiae. 

A partir da primeira publicação mostrando à expressão de um gene 

heterólogo em S. cerevisiae (Hitzeman et al.,1981) esse microrganismo vem 

sendo largamente empregado como sistema hospedeiro (Romanos et al., 1992). 

A extensão e diversidade de produtos expressos nesse microrganismo é 

significativa, variando desde simples enzimas a hormônios, fatores de 

crescimento, proteínas sanguíneas ou estruturas complexas como anticorpos 
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(Hadfield et al., 1993). Nas industrias de fermentação, tais como cervejeira, de 

panificação ou produção de bebidas destiladas, o esforço tem sido focalizado no 

sentido de introduzir genes heterólogos codificadores de proteínas com 

atividades enzimáticas que possibilitem o melhoramento da eficiência e/ou 

capacidade do processo. 

Um sistema de transformação genética depende de alguns fatores como 

a introdução de uma molécula de DNA exógeno, a manutenção desse DNA no 

microrganismo hospedeiro e a seleção desse evento (Wery et al., 1999) 

O primeiro método de transformação genética de leveduras empregou 

esferoblastos (células de levedura sem parede celular) que foram incubados na 

presença de DNA exógeno (Hinnen et al.,1978). Posteriormente, foi 

desenvolvido outro método de transformação, usando células intactas de 

levedura tratadas com sais de lítio que foram posteriormente incubadas em 

presença de DNA (Ito et al., 1983). Foram descritos também outros métodos de 

transformação genética utilizando pérolas de vidro (Costanza e Fox, 1988) e 

biolistic (Johnston et al.,1988). Atualmente pode-se usar o método de 

eletroporação, muito mais rápido e simples para a transformação genética de 

leveduras. Este método consiste em abrir poros na célula através da ação da 

corrente elétrica, possibilitando assim a entrada do DNA exógeno com maior 

eficiência (Meilhoc et al., 1990). 

As principais etapas na expressão de genes heterólogos em células de 

levedura são descritas na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Principais etapas na expressão de genes heterólogos em células de    
                   levedura   (Walker, 1998). 

         Etapa                                                         Descrição 

 O  gene  estrutural  codificador  da  proteína  de  interesse  é  isolado  

de   fragmentos   de    restrição  de   DNA   ou   fragmentos  de   DNA 

amplificado  por  PCR  do  organismo doador. 

O gene heterólogo é manipulado in vitro e inserido num vetor de 

expressão o qual contem um cassete de expressão formado por: 

seqüência promotora - gene estrutural - seqüência terminadora. 

O vetor é introduzido nas células de levedura, utilizando o método de 

acetato de lítio (ITO et al., 1983) ou eletroporação (Becker e 

Guarante, 1991) ou esferoblastos, o qual foi o primeiro método 

descrito na literatura (Beggs, 1978; Hinnen et al., 1978).  

As marcas genéticas seletivas presentes nos vetores são utilizadas 

para identificar os transformantes. 

A expressão heteróloga de genes envolve: transcrição empregando 

um promotor de levedura fusionado a montante do gene estrutural, o 

promotor contem seqüências AUS e TATA, promovendo a regulação 

da expressão gênica; terminação da transcrição utilizando 

seqüências terminadoras fusionadas a jusante do gene estrutural, 

para a terminação eficiente do mRNA transcrito; transporte do mRNA 

do núcleo para o citoplasma; início da tradução e alongamento da 

cadeia polipeptídica. 

As proteínas heterólogas podem ser sujeitas as modificações pós-

traducionais (exemplo: glicosilação, acetilação, etc.). 

O peptídeo sinal direciona a proteína à membrana do reticulo 

endoplasmático onde ocorre a traslocação para o lúmen. O peptídeo 

sinal é removido por uma peptidase e a proteína é transportada 

através da via secretora e  liberada  para  o  espaço  periplasmático 

(secreção) e ou, subsequentemente, para o meio  extracelular 

(excreção). 
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Para a inserção de genes heterólogos na célula da S. cerevisiae foram 

desenvolvidos diferentes vetores de transformação genética. Geralmente são 

empregados vetores bifuncionais, os quais contem uma origem de replicação 

para E. coli e outra para S. cerevisiae; marcador de seleção para bactérias, 

como genes que conferem resistência a antibióticos, tornando as células 

bacterianas resistentes ao antibiótico; marcador de seleção para levedura como: 

leucina (leu2), uracila (ura3), triptofano (trp1) e histidina (his3), que 

complementam uma mutação auxotrófica em linhagens de S. cerevisiae, 

permitindo a seleção das células de levedura transformadas por 

complementação gênica em meio carente do aminoácido em questão. Também 

é possível selecionar transformantes de leveduras que receberam vetores de 

transformação contendo genes que conferem resistência a antibióticos de 4º 

geração como higromicina ou geneticina (G418) (Romanos et al., 1992; 

Camargo, 2000; Kim et al., 2001; Rubio, 2001; Guerra, 2002; Sambrook e 

Russel, 2001). 

Em um vetor bifuncional de interesse biotecnológico, é indispensável que 

este contenha um cassette de expressão, formado por uma seqüência 

promotora, o gene estrutural e a seqüência terminadora de transcrição, de forma 

que possa ocorrer perfeitamente a transcrição e a tradução do gene de 

interesse, resultando na produção da proteína desejada. Estão disponíveis 

vários promotores de levedura bem conhecidos, que foram seqüenciados e 

clonados em diversos plasmídios, facilitando a construção de novos vetores de 

expressão. Os promotores de levedura são em geral altamente complexos, 

contendo múltiplas seqüências de ativação a montante (UASs), sítios de 

regulação negativa e múltiplos elementos TATA associados a diferentes sítios 

iniciadores. 

Promotores de gene glicolíticos são muito utilizados para expressão 

de genes heterólogos em leveduras (Shuster, 1989). Estes promotores 

constitutivos exibem uma forte atividade, o que faz com que as proteínas 

heterólogas expressas sob seu controle, sejam produzidas em grandes 

quantidades pelas células. Trabalhos utilizando expressão heteróloga são 
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feitos, em sua maioria, com promotores que proporcionam alta produção de 

proteínas, e que, acredita-se, apresentam expressão constitutiva durante o 

crescimento celular. Os promotores PGK1 e ADH1 são os principais 

promotores glicolíticos utilizados no estudo de expressão de genes (Hauff 

 et al., 2000). 

Os vetores empregados podem ser divididos em duas classes: aqueles 

que se integram no cromossomo via recombinação homóloga (YIp- “Yeast 

Integrative plasmids”) e aqueles que tem replicação autônoma, conferida por: 

plasmídio 2µ natural de levedura (YEp- “Yeast Epissomal plasmids”) ou por 

seqüências de replicação autônoma (ARS) que funcionam como origem de 

replicação (YRp- “Yeast replicative plasmids”). Geralmente, os vetores 

integrativos são herdados com grande estabilidade, enquanto que os vetores 

com replicação autônoma tendem a ser instáveis. 

Os vetores YRp podem ser estabilizados pela adição de seqüências 

centroméricas de levedura (CEN), porém o número de cópias é reduzido a uma 

ou duas por célula (YCp- “Yeast centromeric plasmid”). Os vetores denominados 

YAC (“Yeast artificial chromosomes”) baseiam-se em vetores com regiões 

ARS/CEN contendo, adicionalmente, dois telômeros. Estes vetores apresentam 

estabilidade e propriedades semelhantes a de um cromossomo natural, desde 

que, seu tamanho seja superior a 55kb (Old e Primrose, 1995). 

A utilização de qualquer um dos plasmídios descritos, impõe todavia, que 

se empregue uma cepa hospedeira com marcador de auxotrofia adequado para 

que se possa selecionar os transformantes em meio mínimo por 

complementação gênica. Entretanto, leveduras de interesse industrial como 

cepas selecionadas para a produção de etanol, vinho, cerveja e ainda cepas 

empregadas na panificação, são cepas selvagens que não apresentam 

marcador de auxotrofia. Portanto novos vetores, que dispensam a utilização de 

marcas auxotróficas para seleção de células recombinantes despertaram grande 

interesse, uma vez que podiam ser empregados na transformação genética de 

linhagens de levedura prototróficas industriais e também na transformação 

genética de linhagens de levedura auxotróficas de laboratório 
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Em 1983 Rothstein demonstrou a possibilidade de provocar disrupção de 

um gene através da recombinação entre as seqüências homólogas de DNA do 

genoma e as presentes no fragmento de DNA linear. Para causar mutação 

através deste processo, deve-se empregar na transformação de levedura um 

fragmento de DNA que  contenha o gene de seleção, ladeado por seqüências 

do gene alvo. Uma vez que na levedura ocorre preferencialmente recombinação 

homóloga, este fragmento deve conter, de cada lado, ao menos 250 pares de 

bases do gene alvo para que a recombinação seja eficiente (Ausubel  

et aI.,1989). Terminações de DNA livre são altamente recombinogênicas, 

promovendo recombinação com as seqüências homólogas no genoma da 

levedura, resultando em troca do gene selvagem pela cópia ocorrendo a 

disrupção gênica (Rothstein, 1983) (Figura 2).  

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Disrupção Gênica (Rothstein, 1983). 
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1.3 Sistema de transformação CAN1 
 

O gene CAN1 presente no cromossomo V de S. cerevisiae, codifica a 

proteína responsável pela permease da arginina (Can1p) (Opekarová et al., 

1998).  

A permeabilidade celular controlada pelo gene CAN1 é mediada por uma 

proteína associada à membrana celular. Durante o crescimento em meio 

mínimo, a permease da arginina é o único sistema de transporte deste 

aminoácido para o interior da célula (Broach et al., 1979; Whelan et al., 1979). 

Linhagens de levedura, com o gene CAN1 funcional, são sensíveis a um 

aminoácido básico análogo da arginina, isolado da leguminosa  

Canavalia ensiformis na forma de L-canavanina (The Merk.Index, 1976).  

L- canavanina é um potente inibidor de crescimento de muitos organismos, 

inclusive S. cerevisiae e outras leveduras. Quando a célula produz a permease 

da arginina torna-se apta a incorporar arginina e, por conseqüência,  

L-canavanina se esta estiver presente no meio, o que inibirá o crescimento 

celular. Isto ocorre enquanto o gene CAN1 estiver sendo expresso. Porém, se a 

célula sofrer alguma mutação no gene CAN1, a mutante can1, deixará de 

produzir a permease da arginina não permitindo a entrada de L-canavanina e 

passará a ser resistente à droga apresentando crescimento no meio, após 

alguns dias de incubação.  

Num trabalho anteriormente desenvolvido em nosso Laboratório, foi 

estabelecido o sistema de transformação genética CGC (Camargo e Vicente, 

1994; Camargo e Vicente, 2000), o qual é composto pelo c-DNA da glicoamilase 

de Aspergillus awamori, sob o comando do promotor e terminador de 

 transcrição do gene da fosfoglicerato quinase (PGK) de  

S. cerevisiae, flanqueado por fragmentos do gene CAN1 de S. cerevisiae:  

Fragmento CGC . Este sistema provoca a disrupção gênica através de sua 

integração na região homóloga ao gene CAN1 de S. cerevisiae, permitindo a 

seleção dos clones transformantes que tornam-se resistentes à L-canavanina,  

introduzindo assim uma informação genética adicional, que se mantém estável  

como parte do genoma da célula de levedura. 
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Portanto, neste projeto foi empregado o sistema de transformação 

 CAN1 composto pelo cassete de expressão e ancoragem da  

glicoamilase, flanqueado pelos fragmentos do gene CAN1 de S. cerevisiae: 

“CAN1 - pPGK - cDNA glicoamilase - Flo428 - tPGK - CAN1” (Fragmento  

CG*FC), introduzindo a informação desejada no genoma da célula de 

levedura. 
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gene da permease arginina (Modificado de Camargo,2000). 
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1.4 Sistema de ancoragem à superfície celular de le vedura “cell surface 

display” 

A superfície celular é uma interface funcional entre o interior e o exterior 

da célula. As proteínas da superfície celular são responsáveis pela maior parte 

das funções da superfície da célula, funcionando como moléculas de adesão 

entre células, receptores específicos, enzimas e proteína transportadoras. 

Algumas proteínas superficiais atravessam a membrana plasmática e outras 

estão ligadas por interações covalentes ou não covalentes aos componentes da 

superfície celular. As células têm sistemas para ancoragem de proteínas 

especificas de superfície, e para confinar proteínas superficiais a determinados 

domínios na superfície celular.  

O primeiro sistema de expressão de proteínas heterólogas ancoradas à 

superfície celular de microrganismos foi desenvolvidos nos anos 80, quando 

George Smith demonstrou que era possível fusionar peptídeos e proteínas 

pequenas à proteína pIII de fago filamentoso de Escherichia coli (Scott e Smith, 

1990).  Isto levou ao desenvolvimento de sistemas de ancoragem em fagos 

“phage-display” (Chiswell e Mccafferty, 1992). Desde então, vários sistemas de 

ancoragem em fago foram desenvolvidos para expressar proteínas heterólogas 

na superfície do fago, facilitando o isolamento de ligantes específico, antígenos, 

e anticorpos de bibliotecas complexas (Hoogenboon, 1997). No entanto, o 

tamanho da proteína heteróloga ancorada à superfície de fago é um tanto 

limitado, já que não são incorporados rapidamente nas partículas do fago (Lee, 

2000). 

A partir de então, surgiram inúmeros sistemas de ancoragem de proteínas 

heterólogas à superfície celular de bactérias Gram negativas e Gram positivas. 

Para a expressão e ancoragem da proteína heteróloga na superfície celular, o 

gene codificador de uma proteína de superfície celular de bactéria foi fusionada 

com o gene codificador da proteína heteróloga de interesse, desta forma a fusão 

protéica foi transportada através da membrana celular até a superfície celular da 

bactéria. 
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Em bactérias Gram positivos, a ancoragem de proteínas heteróloga 

 na superfície celular foi alcançada  utilizando como âncoras a proteína A de  

Staphylococcus aureus  (Gunneriusson et al.,1996; Samuelson et al., 1995; 

Schneewind et al., 1995), proteína M6  de Streptococcus pyogenes (Medaglini 

 et al. 1995) e proteína Fibronectina de Streptococcus pyogenes  (Hanski et al., 

1992) para ligar proteínas heterólogas na superfície celular. Em bactérias Gram 

negativas, as proteínas da membrana externa (Bae et al., 2000; Little et al., 

1993; Georgiou et al., 1993; Georgiou et al., 1997; Francisco et al., 1992; 

Francisco et al., 1993), lipoproteínas (Harrison et al., 1990), fimbria (Hedegaard 

e Klemm., 1989) e proteínas flagelares (Newton, et al., 1989) foram utilizadas 

como âncoras para imobilizar proteínas heterólogas à superfície celular.  

O desenvolvimento de sistemas de ancoragem de proteínas heterólogas 

à superfície celular de microrganismos tem varias aplicações biotecnológicas e 

industriais como: desenvolvimento de vacinas (Lee et al., 2000; Liljeqvist et al., 

1997); produção de anticorpos (Martineau et al., 1991); desenvolvimento de 

biocatalizadores por imobilização de enzimas (Richins et al., 1997); 

bioadsorbentes celulares, para  remoção de metais pesados e químicos nocivos 

(Bae et al., 2000; Bae et al., 2002; Sousa et al., 1998; Xu e Lee, 1999); 

biosensores através da ancoragem de enzimas, receptores ou outros 

componentes sensíveis a sinais para propósitos ambientais ou industriais 

(Dhillon et al., 1999; Shibasaki et al., 2001), etc. (Figura 4). 
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Nos últimos anos foram desenvolvidos vários sistemas que permitiram a 

construção de linhagens recombinantes que apresentam proteínas heterólogas 

com atividades catalíticas ancoradas à superfície celular externa da levedura  

S. cerevisiae, sendo chamadas de “células de leveduras armadas” (“arming 

yeast cells”) (Lee et al., 2003; Kondo e Ueda, 2004; Ueda e Tanaka, 2000a; 

Ueda e Tanaka, 2000b; Van der Vaart et al., 1997; Schreuder, 1996). 

A expressão de proteínas ancoradas à superfície celular de S. cerevisiae 

oferece mais vantagens do que sistemas utilizando outros organismo. Primeiro,  

S. cerevisiae é um organismo seguro (GRAS) empregado há muitos anos na 

produção de alimentos e fármacos; segundo, é de fácil manipulação genética, as 

linhagens utilizadas em laboratório de pesquisa tem sua genetica e fisiologia 

bem definidas, o que facilita sua aplicação e permite o desenvolvimento de 

novas técnicas de manipulação genética; e terceiro, a estrutura rígida da célula 

faz à levedura conveniente para várias das aplicações já mencionadas. Além 

disso, a levedura pode ser cultivada numa alta densidade em um meio de cultura 

barato. 

Figura 4. Aplicações do sistema de ancoragem em microrganismos (Lee et al., 2003) 
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A levedura S. cerevisiae possui externamente à membrana plasmática, 

uma parede celular rígida de aproximadamente de 200 nm de espessura, que  é 

formada por três componentes principais: glucana, um polímero de β-1,3 e β-1,6 

glicose (48-60%), mananaproteínas (20-23%) e quitina, um polímero de β-1,4 N-

acetilglicosamina (0,6-2,7%) (Fleet, 1985 e  Klis, 1994) (Figura 5).  

A glucana forma parte da camada interna da parede celular, formando um 

esqueleto rígido que confere rigidez e flexibilidade à célula. A β-1,3 glucana 

forma uma rede fibrosa e tem um tamanho estimado de 1500 resíduos de 

glicose, enquanto que a β-1,6 glucana é amplamente ramificada, apresentando 

de 150 a 200 resíduos de glicose (Manners et. al., 1973 a,b).  

Segundo Kapteyn et al., 1999, Pololo e Vai, 1999 e Kapteyn et et al., 2000, 

relataram que as proteínas β-1,6 glucana, β-1,3 glucana e quitina da parede 

celular estão interconectadas por ligações covalentes. 

As mananaproteínas são glicoproteínas altamente glicosilados que estão 

situadas na camada externa da parede celular, conferindo porosidade à parede 

celular. A parede celular de Saccharomyces sp. contém mais de 20 tipos de 

mananaproteínas que desempenham papéis diferentes na construção, 

preservação, modificação da estrutura e interação das células como, por ex., as 

interações intercelulares durante a aglutinação ou floculação. As 

mananaproteínas podem ser divididas em três grupos: proteínas unidas por 

pontes dissulfeto ou ligações não covalentes com polissacarídeos estruturais da 

parede (a maioria dessas proteínas apresentam atividades enzimáticas e podem 

ser extraídas por meio de aquecimento com SDS e mercaptoetanol); proteínas 

ligadas covalentemente principalmente às β-glucanas e que podem somente ser 

extraídas pela lise da parede celular com diferentes preparações de glucanases, 

como zimolyase ou laminarinase (a função fisiológica dessas proteínas não é 

conhecida), e, proteínas, provavelmente, ligadas de forma covalente à parede 

celular e que podem ser extraídas com NaOH 30 mM (Mrsa et al., 1999 a, b). 

A quitina é um polímero de N-acetilglicosamina com ligações β-1,4 

encontrada em carapaças de insetos, parede celular de fungos e crustáceos. Em 

leveduras, a quitina é encontrada predominantemente em septos primários e em 
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volta do círculo de constrição entre a célula mãe e a jovem. Cerca de 90% da 

quitina está localizada na cicatriz de brotamento e o restante, na parede celular. 

     

 

 

 

 

Varias mananaproteínas de S. cerevisiae como: Agα1(aglutinina) (Lipke et 

al., 1989), Flo1p (Watari et al., 1994), Sed1 (Hardwick et al., 1992), Cwp1, Cwp2 

Tip1 Tir1/Srp1 (Van der Vaart et al., 1995) estão covalentemente ligadas a uma 

estrutura denominada Glicosilfosfatidilinositol (GPI). GPI foi encontrada em 

várias proteínas de membrana plasmática de eucariotos (Cross 1990; Dustin et 

al., 1987; Fredette et al., 1993; Homans et al., 1988) e sua estrutura é altamente 

conservada entre diferentes organismos (Fergunson e Willians, 1998). A 

estrutura central da GPI de leveduras é semelhante a aquelas encontradas em 

outros eucariontes (Conzelmann et al., 1988; Lipke et al., 1989; Leidich et al., 

1994) e é composta de: etanol-amino fosfato, manose (α-1,2), manose (α -1,6), 

manose (α -1,4), glicosamine (α -1,6), e inositol-fosfolipídio (Ueda e Tanaka, 

2000b) (Figura 6). A parte glicofosofolipidica de GPI é covalentemente ligada à 

Figura 5. Estrutura da parede celular de S. cerevisiae (Lipke e Ovalle, 1998) 
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região C-terminal das proteínas e sua função principal é permitir uma associação 

estável da proteína com a membrana plasmática.  

 

                   

            

 

 

Estudos realizados com a proteína de adesão celular α-aglutinina permitiu 

propor uma hipótese do mecanismo de ancoragem das mananaproteínas na 

parede celular. Desta forma as mananaproteínas que serão unidas a GPI, 

inicialmente são expressas na forma de um precursor protéico, que permanece 

ligado na membrana do retículo endoplasmático (RE) por sua seqüência 

hidrofóbica carboxi-terminal, enquanto que a região amino-terminal permanece 

no lúmem do RE. Em menos de um minuto, a seqüência carboxi-terminal é 

clivada por uma transamidase no sítio ω (cerca de 12 aa do carboxi terminal) e 

nesta posição é formada uma ligação covalente com a estrutura GPI (Ueda e 

Tanaka, 2000b). Uma vez que a proteína se liga covalentemente a GPI, esta é 

direcionada pelo peptídeo sinal através da via secretora até a membrana celular, 

onde uma porção é clivada pela fosfatidilinositol-fosfolipase (PI-PLC) e o 

restante da proteína é transferido para a superfície externa da parede celular, 

Figura 6. Componentes estruturais de Glicosilfosfatidilinositol (GPI). Man (manose);  
                   

GPI 

         Parede celular  
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formando uma ligação com a glicana da parede celular (Kapteyn et al., 1996; Lu 

et al., 1994,1995) (Figura 7). 

 

 

                                    

  

  

 

 

Nos sistemas  descritos, as proteínas heterólogas ancoradas à superfície 

celular foram fusionadas a um peptídeo sinal, que direciona o transporte da 

proteína para a superfície celular, e a uma região codificadora do domínio de 

ancoragem de proteínas nativas de parede celular, como:  

α-aglutinina, proteína Flo1,  proteína Cwp2 de  S. cerevisiae  (Murai et al., 1997; 

Nakamura et al., 2001;  Van der Vaart et al., 1997) Desta forma, a proteína 

heteróloga permanece ancorada à superfície celular externa da levedura (Figura 

8). 

 

 

 Figura 7. Transporte de mananaproteína à parede celular de levedura, utilizando como  
modelo à α-aglutinina. RE, retículo endoplasmático; AG, aparelho de Golgi PI-
PLC, fosfatidilinositol - fosfolipase C específica (Ueda e Tanaka, 2000 b). 

 

   Membrana celular  

      Parede celular  

 GPI 

 α - aglutinina  

            RE

   AG 

 Exocitosis  

Clivagem da α-aglutinina pela PI-
PLC e ligação covalente com a 
camada de glicanos 

 Vesícula secretora  
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Para avaliar a eficiência do sistema de ancoragem construído neste 

trabalho foi empregado como gene repórter o c-DNA da glicoamilase de 

 A. awamori, o qual é um marcador direto de seleção para 

 S. cerevisiae que não produz normalmente amilases, alem de ser de grande 

valor para pesquisas biotecnológicas. Por tanto S. cerevisiae não é capaz de 

converter o amido diretamente, sendo necessárias usualmente duas etapas 

prévias para a conversão do amido em açúcares fermentescíveis: liquefação ou 

dextrinização com a enzima α-amilase e sacarificação com a glicoamilase 

(Nakamura, 1996). Segundo Verma et al. (1999) a adição de enzimas ao 

processo aumenta de forma considerável o custo do processo 

  GPI (Seqüência codificadora 
do domínio de  ligação a GPI) 

  Seqüência codificadora 
do peptídeo sinal 

     Promotor 

Gene codificador da  
proteína heteróloga 

Seqüência codificadora do 
domínio de ancoragem de 
proteína de parede celular 

Figura 8. Esquema de construção molecular para expressar proteínas heterólogas 
ancoradas à superfície celular de levedura S. cerevisiae (“cell surface 
display”) (Ueda e Tanaka, 2000 b). 

 

Proteína de parede 
celular, utilizado como 
âncora 

Proteína heteróloga que 
será expressada e 
ancorada na superfície 
celular     
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Glicoamilase de A. awamori é uma exohidrolase (α1,4-D-glucan-

glucohidrolase E.C.3.2.1.3.), que catalisa a liberação de resíduos de glicose a 

partir de extremidades não redutoras de amido e polímeros relacionados 

(Yamasaki et al., 1977). Por tanto, a ancoragem de glicoamailse na parede 

celular de S. cerevisiae pode facilitar a utilização de amido pela levedura, 

assimilando a glicose liberada para proliferar e fermentar; sendo este sistema de 

ancoragem de grande interesse tanto do ponto de vista econômico como 

tecnológico. 

Dentre os sistemas de ancoragem de proteínas  heterólogas  à superfície 

celular em  S. cerevisiae  destaca-se  Flop1 (Murai et al., 1997; Sato et al., 

2002). Fo1p esta presente na parede celular e responsável pela floculação (Miki 

et al., 1982; Teunissen et al.,1993). Este fenômeno consiste na agregação das 

células de levedura em flocos e sua subseqüente remoção do meio de 

fermentação por sedimentação. 

O gene FLO1 de S. cerevisiae codifica a proteína Flo1p, rica em serina e 

treonina, composta por 1536 aminoácidos, Devido ao número elevado de 

possíveis sítios de O e N-glicosilação, a proteína adota uma conformação  

estendida, rígida, tipo bastão, atravessando a parede celular e expondo a região  

N-terminal na superfície celular (Watari et al., 1994),  permitindo desenhar 

âncoras de  diferentes  tamanhos da região C-terminal de Flo1p. Esta proteína é 

composta por vários domínios: seqüência sinal de excreção (presente na região 

amino terminal); domínio funcional da floculação (que se repete por 18 vezes); 

domínio de ancoragem a membrana; e, sinal de ligação a glicofosfatidilinositol 

(GPI - presente na região carboxi terminal), através da qual a proteína Flo1p é 

ligada à superfície celular (Miki et al., 1982; Teunissen et al.,1993; Watari et al., 

1994) (Figura 8). 
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Em trabalhos anteriores foi demonstrado, claramente, que o tamanho da 

âncora influência na exposição da enzima ancorada à superfície celular da 

célula de levedura. Assim, o tamanho da âncora interfere em sua ação sobre o 

substrato, uma vez que para sua maximização da exposição ao meio, toda a 

espessura da parede celular precisa ser atravessada pela proteína âncora (Sato 

et al., 2002)   

Com base nessa informação, neste trabalho foi utilizado como âncora um 

fragmento de 428 aminoácidos da região C-terminal da proteína de parede 

celular Flo1p, que doravante foi denominado de Flo428, para imobilizar a enzima 

glicoamilase de A. awamori na superfície celular externa de 

 S. cerevisiae (Figura 8). O c-DNA da glicoamilase utilizado continha a 

seqüência codificadora do peptídeo sinal que direciona o transporte da enzima 

través da membrana plasmática para ser localizado na parede celular da 

levedura.  

 

 

 

 Figura 9. Esquema  da  proteína  Flo1p. SS, seqüência sinal; DF, domínio de 
seqüência de ligação GPI (Sato et al., 2002) 

   SS DF 
   GPI 

 Flo428 
(âncora) 
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7 CONCLUSÕES 

 

• O sistema de ancoragem desenvolvido permite a expressão e imobilização  

da enzima glicoamilase de Aspergillus awamori na superfície celular de 

Saccharomyces cerevisiae. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

• O cassete de ancoragem ladeado por fragmentos do gene CAN1 permite 

introduzir no genoma da levedura a informação desejada e possibilita a 

seleção direta, através da resistência a L-canavanina, das células 

recombinantes.   

 

• O fragmento de ancoragem CG*FC utilizado na transformação gênica de 

leveduras permitiu a fácil detecção dos clones recombinantes de levedura, 

através da produção de halos de amilolise após crescimento em YPDA, 

tornando-as capazes de degradar amido do meio de cultura. 

 

• A linhagem de levedura recombinante obtida por transformação genética 

com o sistema CG*FC, apresentou um pequeno aumento da capacidade de 

expressão de glicoamilase em relação à capacidade da mesma linhagem 

transformada com o sistema CGC (cujos clones recombinantes excretam 

glicoamilase para o meio de cultura) e também, em relação à linhagem 

original não transformada. 

 

• Este sistema oferece a possibilidade de ancorar na superfície celular da 

levedura, enzimas ativas e proteínas funcionais, dotando às células com 

novas propriedades benéficas e aumentando o “status” de S. cerevisiae 

como um organismo atrativo capaz de atuar como  biocatalizador celular. 

 

• Uma vantagem do sistema construído é a recuperação e re-utilização das 

células que podem ser utilizadas como fonte de proteínas imobilizadas nos 

processos biotecnológicos. 
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