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RESUMO

ROSA, Julio César Camara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco, 2007.
Obtencédo de linhagens de Kluyveromyces lactis recombinantes produtoras de
estreptavidina. Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos. Co-orientadores: Elza
Fernandes de Aratjo, Luciano Gomes Fietto e Virginia Maria Chaves Alves.

A forte intera¢do da proteina estreptavidina pela molécula de biotina constitui
um excelente sistema para a separagao e/ou imobilizacdo de proteinas e de enzimas de
interesse industrial. Com a inteng@o de produzir proteinas com propriedades de adsor¢ao
biosseletiva, no6s temos modificado a seqiiéncia do plasmideo pKLACI1 pela inser¢ao do
dominio de afinidade da estreptavidina pela biotina. Utilizando a técnica da Reagdo da
Polimerase em cadeia (PCR), a seqiliéncia de cerca de 355pb foi amplificada a partir do
vetor pSTP4 que contém toda seqiiéncia de nucleotideos referente a proteina
estreptavidina. O Fragmento amplificado apresentou 100% de identidade com a
seqiiéncia de nucleotideos da proteina estreptavidina depositada no Gene Bank. O
fragmento foi inserido no vetor pKLACI nos sitios Xho I e Bgl II em fase com a
seqiiéncia do peptideo sinal do mating-a-factor. O plasmideo pKLACI1/cStp foi
linearizado com enzima Ahd I e foi utilizado para a transformagdo das linhagens de K.
lactis MW 98.8C e CBS 2359. Os transformantes selecionados em meio YCB (Yeast
Carbon Base) contendo 5 mM de acetamida como Unica fonte de nitrogénio e
confirmados por PCR foram mitoticamente estaveis. A alta biomassa celular (DOgop =
18) obtida em erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YPD foi centrifugada e
transferida para meio de indugdo contendo 2% (p/v) de lactose. O sobrenadante das
culturas foi analisado qualitativamente para estreptavidina pela técnica de SDS PAGE.
As proteinas totais foram determinadas pelo método de BRADFORD utilizando BSA
(Albumina Bovina Sérica) como padrdao. As amostras foram coletadas a cada 24 horas
durante 6 horas de cultivo sob regime de batelada. A atividade da proteina estreptavidina
presente no sobrenadante das culturas recombinantes foi determinada pelo teste do

reagente HABA. Os meios YPL e YNB contendo 0,5% de extrato de levedura exibiram
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os melhores resultados quanto a producdo extracelular de estreptavidina ativa e de

proteinas totais.
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ABSTRACT

ROSA, Julio César Camara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march, 2007.
Obtaining of recombinant strains of the yeast Kluyveromyces lactis producers of
streptavidin. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Co-Advisers: Elza Fernandes de
Araujo, Luciano Gomes Fietto and Virginia Maria Chaves Alves.

The high affinity interaction streptavidin-biotin provides an excellent system
for industrial enzyme separation or immobilization involving a fused streptavidin-
enzyme and a biotinylated support. In order to produce proteins with affinity to biotin,
we have modified the commercial K. lactis system, pKLAC1 (New England Biolabs), a
LAC4 promoter-driven integration vector for protein expression, with the gene coding
streptavidin. The codifying sequence for biotin binding domain of streptavidin (cStp)
was amplified by PCR from pSTP4, purified and subcloned to the pCR2.1TOPO
(Invitrogen). The fragment has revealed 100% identity with streptavidin gene according
to Gene Bank and it was inserted into Xho I / Bgl II pKLACI in frame with mating-o-
factor signal peptide. The pKLACI1/cStp cut by Ahd I enzyme was used to transform the
strains K. lactis MW 98.8C and CB S2359. The transformants selected in Yeast Carbon
Base (YCB) containing 5 mM acetamide and confirmed by PCR were mitotically stable.
A high cell biomass (OD oo = 18), obtained in shake-flask 50 mL YPD medium, was
centrifuged and transferred to an induction medium, containing 2% of lactose. The cell
free medium was qualitatively analyzed for streptavidin and proteins by SDS PAGE.
The samples were collected in each 24 hours during 6 days of bath culture. The biotin
binding activity of streptavidin in the culture supernatant was determined by HABA test.
The medium YPL and YNB with 0,5% of yeast extract have exhibited the best yields for

streptavidin extracellular protein production.
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1. INTRODUCAO

Os avangos nas técnicas de biologia molecular vieram transformar a tradicional
industria das fermentagdes. Proteinas e peptideos, antes somente obtidos por métodos
complexos de extragdo de tecidos animais ou vegetais, com baixos rendimentos e
pureza, e as vezes, improprios para consumo, hoje potencialmente podem ser
produzidos por microrganismos em processos fermentativos. Ao contrario de
Saccharomyces  cerevisiae, Kluyveromyces lactis exibe um metabolismo
predominantemente oxidativo com baixa repressdo por glicose, o que favorece maior
rendimento de biomassa. Essa caracteristica aliada ao potencial em secretar proteinas de
alta massa molecular para o meio extracelular, torna essa levedura uma candidata
promissora na producdo de proteinas heterologas. A levedura K. lactis ¢
tradicionalmente conhecida como fonte de -galactosidase para a industria de alimentos
e tem seu uso seguro em aplicagdes destinadas a industria alimenticia ou farmacéutica.
Além disso, ¢ capaz de assimilar lactose, o agucar presente no soro de queijo,
subproduto de industrias de derivados do leite, cujo aproveitamento € necessario.

Atualmente, um vetor integrativo para expressdo e secre¢do de proteinas
recombinantes em K. lactis, o plasmideo pKLACI, estd disponivel comercialmente.
Neste vetor a expressdo de proteinas recombinantes ¢ dirigida por uma forma variante
do promotor do gene LAC4, que foi modificado para ndo apresentar atividade
transcricional em Escherichia coli. O vetor apresenta o gene amdS sob o controle do
promotor do gene AHD2 (dlcool desidrogenase). O gene amdS codifica uma
acetamidase, proveniente de cepas de Aspergillus nidulans, que permite a selecdo de

células transformantes em meio minino contendo acetamida como unica fonte de



nitrogénio. Esse método de selegdo, pela conversdo de acetamida em amonia, favorece o
crescimento de células que apresentam multiplas copias do cassete de integracao,
consequentemente maior produ¢do da proteina de interesse.

Considerando a forte interagdo estreptavidina-biotina com uma constante de
afinidade na ordem de 10" M, pode-se inferir que a insercdo de parte do gene, que
codifica o dominio de afinidade a biotina, da proteina estreptavidina (cStp) no vetor
pKLACI, facilitard o processo de isolamento e purificagdo de proteinas heterdlogas, em
uma coluna de separacio biotinilada. E conveniente que enzimas hidroliticas, tais como
glucoamilase, lipases, pectinases ou proteases contenham em sua estrutura um dominio
de afinidade. Esse dominio permite que a enzima seja isolada e imobilizada numa
coluna, integrante da linha de processamento de produtos como xarope de milho, 6leos,
sucos de frutas etc. A producdo da enzima quimérica por Kluyveromyces lactis garante o
status GRAS exigido pela industria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi inserir
parte do gene da estreptavidina, que contém o dominio de afinidade pela biotina (cStp)
no vetor pPKLACI para permitir a producdo de proteinas heterdlogas com propriedades
de adsor¢do biosseletiva. Foi também avaliado o potencial das linhagens MW 98.8C e

CBS 2359 de K. lactis em secretar o cStp.



2. REVISAO DE LITERATURA

As leveduras sdo organismos eucariotos unicelulares bem conhecidos do ponto
de vista cientifico e tecnoldgico, cujas propriedades biologicas e fisioldgicas tém
justificado sua potencial aplicagdo como hospedeiros para producdo de proteinas
heter6logas de interesse biotecnologico (PORRO & MATTANOVICH, 2004). Varias
espécies, além da Saccharomyces cerevisiae, t€m sido estudadas com esse objetivo,
entre as quais Hansenula polymorpha (MULLER et al., 1998; GELLISSEN, 2000),
Arxula adeninivorans (ROSEL & KUNZE, 1998), Pichia stipitis, Schwanniomyces
occidentalis (PIONTEK et al 1998), Pichia pastoris (CEREGHINO & CREGG, 2000),
Candida boidinii (GELLISSEN G, 2000) e Yarrowia lipolytica (JURETZEK et al.,
2001). Dentre tantas, Kluyveromyces lactis tem atraido especial atencdo por suas
caracteristicas, que incluem desde o status GRAS (Generally Recognized As Safe)
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), até a predomindncia de um
metabolismo oxidativo com baixa repressdo catabodlica, o que resulta em maiores
rendimentos de biomassa e proteina, além de baixos niveis de glicosilagdo na via
secretoria e de processamento de proteinas. Embora leveduras ndo sejam consideradas
excelentes secretoras de enzimas quando comparadas a fungos filamentosos, algumas
linhagens de K. lactis sdo bem conhecidas devido a capacidade de secretar uma proteina
killer de alta massa molecular (Zimocina). O sequenciamento completo do genoma de
K. lactis estd disponivel na rede (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt) e as relacdes
filogenéticas entre K. lactis e S. cerevisiae permitem o compartilhamento de técnicas de

manipulagdo genética para construgdo de sistemas eficientes de expressao e secrecao de



proteinas (FLEER et al, 1991a, b; ROMANOS et al., 1992; SWINKLES et al., 1993;
WESOLOWSKI-LOUVEL et al., 1996; DUJON, et. al.,2004).

Desde a década de 50, K. lactis tem sido utilizada como fonte comercial da
enzima [-galactosidase (lactase), para o processamento de derivados de leite com
concentragdo reduzida de lactose e na sintese de galacto-oliogossacarideos de interesse
para saude e nutricio humana (YANG & SILVA, 1995; RIVERO-URGELL &
SANTAMARIA-ORLEANS, 2001).

Na década de 60, um suplemento alimentar protéico tendo como base a massa
celular de K. lactis foi conhecido como Single Cell Protein (SCP) ¢ nessa mesma
década, ja haviam os estudos para investigar os mecanismos de regulacdo da sintese da
B-galactosidase. Mas somente a partir da década de 80, que os componentes principais
do LAC/GAL regulon foram identificados. As leveduras tanto do género
Kluyveromyces quanto Saccharomyces, pertencentes a familia Saccharomycetaceae,
originaram-se de um mesmo ancestral, e a habilidade dessas leveduras em assimilar
galactose como fonte de carbono ¢ determinada pela presenca de genes em comum que
compde o GAL regulon (SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000; BHAT & MURTHY,
2001; KELLIS et al., 2004; RUBIO-TEXEIRA, 2005). A principal diferenga entre o
GAL regulon dessas leveduras ¢ a evolugdo no sistema de internalizagao e hidrélise das
diferentes fontes de galactose presente no ambiente. A assimilagdo de lactose (O-B-D-
galactopiranosil -1,4 - B - D -glicose) por K. lactis ¢ dependente de dois genes
inexistentes em S. cerevisiae, LAC12 e LAC4, os quais, respectivamente, codificam
para a permease e [-galactosidase (lactase) (SREEKRISHNA & DICKSON, 1985).
Esses genes sdo divergentemente transcritos a partir de uma regido intergénica de cerca
de 2,6 Kb, que contém uma seqiiéncia ativadora upstream (UAS). A seqiiéncia
ativadora contribui sinergisticamente para a ativacdo de ambos os genes por permitir a
ligacdo do ativador transcricional Lac9/KlGald4p. A presenca de lactose/galactose
acentua a transcricdo do LAC/GAL regulon. A galactose juntamente com uma molécula
de ATP, ativa a fungdo sensora de KlGallp (galactocinase) que € a primeira enzima
atuante da via metabdlica para conversdo de galactose em glicose-6-fosfato,
intermediario da via glicolitica (Leloir Pathway). Embora em S. cerevisiae Gallp seja
também uma proteina bifuncional, a atividade sensora ¢ realizada pela proteina Gal3p
que nao possui atividade de galactocinase, mas ¢ idéntica a KlGallp e Gallp (PLATT et
al., 2000). Apos a interagdo com galactose e ATP, Gal3p sofre uma mudanca
conformacional que permite o seqiiestramento de Gal80p para o citosol, reduzindo seus

niveis intranucleares. Desta forma, o ativador transcricional Gal4p que atua como um
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dimero promove a transcricdo do LAC/GAL regulon (figura 1). A indu¢ao mediada por
KlGallp em K.lactis deve ocorrer de forma idéntica devido a forte similaridade do

sistema para utilizagdo da galactose entre as duas leveduras. (PILAURI et al., 2005).

—f _.ll-
Cytoplasm

G Q"—

[T Tarped Caeme

Figura 1: Modelo esquematico da indugdo dos genes GAL em S. cerevisiae proposto por
PENG & HOPPER (2002).

A habilidade de K lactis em assimilar lactose como fonte de carbono permite o
emprego dos genes LAC em processos de biorremediagdo para a conversdo da lactose
presente no soro de queijo. E estimado que para cada kilograma de queijo produzido
sejam gerados cerca de 9 kg de soro, e nos Estados Unidos sdo produzidos anualmente
cerca de 27 milhdes de toneladas de soro de queijo (YANG & SILVA, 1995). Esse
subproduto contém cerca de 6,0-6,5% de solidos totais, sendo cerca de 4,5-5,0% de

lactose, 0,8-1,1% de proteina, 0,03-0,1% de gordura, 0,5-0,8% de matéria mineral e 0,2-

5



0,8% de acido latico (MORESI, 1994). Devido a alta concentracdo de compostos
organicos, representados principalmente pela lactose (aproximadamente 70% dos
solidos totais) e pelas proteinas (aproximadamente 20% dos solidos totais), o soro de
queijo impde um alto valor de demanda biologica de oxigénio (DBO) durante o
tratamento de agua residual. Os valores de DBO alcangam 30.000-60.000 mg.mL™,
dependendo do processamento especifico utilizado na fabricacdo de queijos e do
conteudo de lactose (EL-HAWARY & MEHANNA, 1991; BRANDAO, 1994). A
eliminagdo da lactose do soro de queijo por intermédio da fermentacdo com simultanea
conversao deste contaminante em produtos de interesse comercial, como, por exemplo,
a producao de solventes organicos, etanol combustivel ou biomassa protéica, ¢ um
projeto de grande interesse sdcio-econdmico.

Os recentes progressos no entendimento da genética e da fisiologia molecular de
K. lactis tém favorecido o desenvolvimento de estratégias para expressao de proteinas
heterologas utilizando esta levedura. A assimilagdo de lactose combinada com uma via
de secregdo de proteinas heterélogas mais eficiente, torna K. lactis uma hospedeira ideal
para producdo de enzimas de interesse industrial. Maullu ez. al., (1999) realizaram a
com sucesso a producdo de lisozima em linhagens de K. lactis utilizando o soro de
queijo.

A levedura K. lactis foi uma das primeiras leveduras para a qual o sistema de
transformagdo foi estabelecido (DAS & HOLLENBERG, 1982). Com isso o interesse
de alguns grupos de pesquisa em utilizar essa levedura como uma célula hospedeira,
para produgdo de proteinas heter6logas, se intensificou ap6s a descoberta de uma
proteina killer, cujo gene foi mapeado em seqiiéncias extracromossomais lineares em K.
lactis durante a década de 80. Algumas linhagens de K lactis mostraram conter um par
de plasmideos citoplasmaticos lineares pGKL1 (8,8 kb) e pGKL2 (13,4 kb), sendo que o
menor plasmideo confere o fenotipo killer estritamente depende do pGKL2 (JESKE et.
al., 2006). A toxina protéica heterotrimérica (zimocina) causa um rompimento
irreversivel do ciclo celular na fase G1 nas células sensiveis, como por exemplo, S.
cerevisiae. A zimocina consiste de trés subunidades a (97 kDa), B (31 kDa) e y (28
kDa). Uma vez secretadas as subunidades a e § se ancoram na parede celular das células
suscetiveis e facilitam a transferéncia da subunidade y para o citosol da célula alvo. A
toxina inibe o crescimento celular por realizar a clivagem dos tRNA®", tRNA™* ¢
tRNA" na extremidade 3’ do ribonucleosideo modificado 5-metoxicarbonilmetil-2-

tiouridina presente no brago do anticodon (LU et. al., 2005).



A descoberta dos plasmideos lineares pGKL1 e pGKL2, juntamente com a
capacidade da levedura K. lactis de expressar, processar e secretar um complexo
protéico de alta massa molecular, como a zimocina, estimulou o desenvolvimento de
vetores para expressdo de proteinas utilizando elementos desse sistema. Porém as
constru¢des baseadas nos plasmideos lineares ndo foram bem sucedidas. Os vetores
epissomais mais comuns para expressao de proteinas heterdlogas em K. lactis sao
derivados do plasmideo pKDI, identificado na levedura K/uyveromyces drosophilarum
(FALCONE et. al., 1986; CHEN et. al., 1986). Esse plasmideo ¢ muito semelhante ao
plasmideo 2 um de S. cerevisiae em relagdo a estabilidade, estrutura e ao niimero de
copias por célula, e replica estavelmente em linhagens de K. /actis (CHEN et al., 1996;
HSIEH & DA SILVA, 1998).

A existéncia de ambos os vetores epissomal e integrativo amplia a utilizagao de
K. lactis em processos biotecnoldgicos. Alguns promotores nativos de K. lactis, como o
do gene que codifica [-galactosidase (LAC4) e o do gene que codifica alcool
desidrogenase (KIADH4), induziveis por lactose/galactose e etanol exogeno,
respectivamente, sdo empregados na producdo de proteinas heterélogas por esta
levedura. Porém, o promotor do gene KIADH4 tem sido util em linhagens de K. lactis
deficientes na producdo de etanol a partir de fontes de carbono fermentaveis (Rag)
(SALIOLA et al., 1999). Entretanto, o promotor do gene LAC4 ¢ mais investigado por
ser bem conhecido e por ser induzivel (SWINKELS et al., 1993). O uso desse promotor
para expressao de proteinas, continua sendo amplamente explorado em K/uyveromyces
(HSIEH & DA SILVA, 2000; PANUWATSUK & DA SILVA, 2002; PANUWATSUK
& DA SILVA, 2003). Além do promotor LAC4, a expressdao de proteinas heterologas
em K. lactis tem sido reportada com o promotor constitutivo do gene que codifica
fosfoglicerato cinase (PGK) e o promotor induzivel do gene que codifica fosfatase 4acida
(PHOS), ambos de S. cerevisiae.

A levedura K. lactis ¢ empregada como hospedeira para produ¢do comercial de
quimosina bovina (VAN DEN BERG et. al., 1990). A quimosina bovina ¢ apropriada
para o processo de fabricagdo de queijos devido a sua alta especificidade por k-caseina.
Essa especificidade de clivagem da enzima quimosina garante a qualidade e o
rendimento méaximo na producao de queijo (WILLIAMS et. al., 1997). A utilizagdo de
bioreator industrial no processo de produgdo ¢ importante pelo fato de substituir o
sacrificio de bezerros recém nascidos, uma vez que, pelos métodos tradicionais, a
quimosina ¢ extraida das células de estomagos desses recém nascidos. Além disso, a

producdo recombinante resulta em uma enzima cataliticamente ativa.
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O potencial de K. lactis como hospedeira para producdo de proteinas na industria
alimenticia ampliou suas perspectivas para producdo de proteinas terapéuticas na
industria farmacéutica. De fato, um grande namero de proteinas de relevancia
farmacoldgica tem sido produzidas em K. lactis na ultima década, incluindo a
interleucina humana 1 (FLEER et. al., 1991a; BLONDEAU et. al., 1994), o antigeno de
superficie da virus da hepatite B (HbsAg) (MARTINEZ et. al., 1992), o interferon o A
(CHEN et. al., 1992), o fator de estimulacdo de colonias de macréfagos (HUA et. al.,
1994), o precursor da insulina (FENG et. al, 1997), a cadeia leve Fv de anticorpos
(SWENNEN et. al., 2002; ROBIN et. al., 2003), a soroalbumina humana (FLEER et.
al., 1991b; SALIOLA et. al., 1999; COLUSSI & TARON, 2005), ¢ a lisozima (IWATA
et. al, 2004). Atualmente, mais de 40 proteinas, tanto de origem bacteriana, quanto de
origem fungica, viral, vegetal e animal, tém sido produzidas utilizando K. /actis como
hospedeira. O potencial biotecnologico de K. /actis tem sido revisto e a massa celular
seca dessa levedura tem novamente atraido grande interesse como fonte de proteina
single-cell com putativas propriedades probidticas (KUMURA et. al., 2004; GHALY et.
al., 2005).

Colussi & Taron (2005) desenvolveram um vetor integrativo de expressdo e
secrecdo de proteinas recombinantes, denominado pKLACI, cuja integragdo ocorre na
regido promotora do gene LAC4. Esse vetor tem sido comercializado pela New
England Biolab. O fato desse promotor promover a expressdo génica em Escherichia
coli anterior a sua introdu¢do em K. lactis, levou ao desenvolvimento de formas
variantes desse promotor apresentando alteragdes na seqiiéncia “Pribnow box” (TATA
Box) do tipo PBI, PBII e PBIII, impedindo sua atividade em células procarioticas.
Dessa forma, proteinas consideradas toxicas para Escherichia coli podem ser
seguramente clonadas e expressas.

Além da expressdo de proteinas e enzimas de interesse industrial e farmacéutico,
proteinas quiméricas vém sendo construidas pela fusdo de seqiiéncias de nucleotideos
que codificam dominios de afinidade para facilitar a detec¢do e a separacdo da proteina
de interesse. Por exemplo, dominios que permitem a detec¢do imunologica de proteinas
sem a necessidade da producao de anticorpos especificos (JARVIK & TELMER, 1998).
Dentre outros dominios de afinidade, destaca-se o da proteina estreptavidina (Stp) que
tem afinidade pela molécula de biotina. A estreptavidina ¢ uma proteina
homotetramérica com cerca de 60 kDa, produzida por culturas de Streptomyces avidinii.
Apresenta quatro sitios ativos para interagdo com biotina, sendo um em cada

mondmero. A interagdo estreptavidina-biotina ¢ uma das interagdes ndo-covalentes mais



fortes até entdo conhecida, exibindo uma constante de afinidade na ordem de 10> M
(SANO et al, 1998). Pontes de hidrogénio e interacoes hidrofobicas,
predominantemente entre a biotina e quatro residuos de triptofano (Trp 79, Trp 92, Trp
108, Trp 120), sdo responsaveis por essa alta afinidade. Além disso, o loop formado
pela interacdo estreptavidina-biotina adquire uma estrutura em [-barril que adota
rapidamente uma conformacao fechada, recobrindo todo o sitio de ligacao (STAYTON
et al., 1999). Esse sistema tem sido muito explorado em “kits” para diagnosticos em
analises clinicas, pesquisas e processos de purificacao de proteinas (TUNTASUVAN et.
al., 2000; DRIEGEN et. al., 2005).

As proteinas avidina e estreptavidina possuem afinidades similares pela biotina,
porém apresentam diferentes massas moleculares e mobilidades eletroforéticas. Ambas
as proteinas sdo ricas em residuos de triptofano, sendo que os residuos presentes na
estreptavidina s3o menos suscetiveis a oxidagao por N-bromosuccinimida. Pelo fato da
biotina ser uma vitamina relativamente pequena, de cerca de 244 Da, encontrada em
tecidos e sangue, pode ser conjugada a muitas proteinas sem alterar a atividade
biologica das mesmas. A alta afinidade pode ser explicada em parte devido a seqiiéncia
conservada de triptofano e lisina (Trp-Lys) (GITLIN et. al., 1987). A avidina contém
seqliéncias Trp-Lys em duas posi¢oes, 70-71 e 110-111 e a estreptavidina retém esta
conservagao nas posicoes 79-80 e 120-121. A formacdo da ligacdo entre biotina e
avidina ¢ muito répida e uma vez formada ndo ¢ afetada nem por pH extremos, nem por
solventes orgédnicos e outros agentes desnaturantes. Sendo este complexo capaz de
resistir a acdo desnaturante do cloreto de guanidina na concentragao de 3 M. A molécula
de biotina pode ser liberada por cloreto de guanidina 6-8 M, pH 1,5 ou por
autoclavagem (HOFMANN et. al., 1980). A avidina ¢ uma glicoproteina, com um ponto
isoelétrico (pI) em torno de 10 enquanto que a estreptavidina ndo apresenta nenhum
residuo de carboidrato e seu pl ¢ de aproximadamente 5-6. A estreptavidina é mais
resistente do que a avidina a dissociacdo em subunidades, quando submetida ao
tratamento com Cloreto de guanidina (CHAIET et. al,1964). A estreptavidina
naturalmente secretada por S. avidinii apresenta moléculas com seqiliéncias terminais
truncadas, devido a clivagem pos-secretéria das regides terminais que sdo altamente
suscetiveis a agdo de proteases intrinsecas, que podem cliva-las nos residuos de 1-14 e
139-159 (GREEN, 1990). Dessa protedlise resultam peptideos de cerca de 13.3 kDa
referentes ao core da estreptavidina (WEBER et. al., 1989; SWAISGOOD et. al., 1994).
As moléculas de estreptavidina ndo truncadas ou parcialmente truncadas possuem a

tendéncia de formar agregados com baixa solubilidade (SANO et. al., 1995). A



afinidade dessa proteina pela biotina facilita o desenvolvimento de novas drogas, como:
vacinas, inibidores ou ativadores quimicos e ligantes para proteinas e acidos nucléicos
(CLARE et. al., 2001; WU et. al., 2003). Além disso, a imobilizagdo de enzimas em
suportes para bioprocessamento de alimentos possibilita uma maior produtividade por
unidade de enzima (JANOLINO et. al., 1982; SOLOMON, et. al. 1987; SWAISGOOD
et. al., 1998; MACEDO, 2001).

Desde a primeira clonagem, a estreptavidina tem sido produzida em hospedeiras
bacterianas como Bacillus subtilis e Escherichia coli (SANO & CANTOR, 1990;
NAGARAIJAN et. al., 1993; GALLIZIA et. al., 1998; WU et. al., 2002a; WU et. al.,
2002b). Recentemente, no laboratorio de Fisiologia de Microrganismos do
Departamento de Microbiologia/Instituto de Biotecnologia aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), essa proteina foi obtida a partir
de cepas recombinantes de Pichia pastoris por DAMASCENO (2001), utilizando o
sistema de expressdao pPIC9. Posteriormente, a produgdo dessa proteina foi otimizada
por FONSECA (2005), sob o regime de batelada alimentada, determinando as melhores
condicdes de cultivo das linhagens de P. pastoris recombinantes, nivel de aeragdo, fluxo
de alimentagdo, alcancando cerca de 4 g.L”' de proteina no sobrenadante. Além disso, a
reutilizagdo da biomassa da levedura pode favorecer o aumento da produtividade
volumétrica de proteinas heterdlogas por eliminar etapas improdutivas de obtencdo de

biomassa.

O sistema de expressdo de proteinas em P. pastoris induzido por metanol,
pPICY9, ¢ um sistema bem estabelecido e utilizado por diversos laboratérios de pesquisa
com o objetivo de obter altas concentragdes de proteinas para fins cientificos como,
determinagdo de estrutura por cristalografia a atividade funcional. O requerimento de
elevadas concentragdes de metanol, volatil, na fase de inducdo da sintese protéica
restringe sua utilizagdo em grandes bioreatores industriais. O plasmideo pKLACI para
expressao e secrecao de proteinas em K lactis, € um sistema recentemente desenvolvido,
alternativo ao pPIC9 da P. pastoris com caracteristicas promissoras € perspectivas

adicionais de aplicacdo em larga escala.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Plasmideos e Microrganismos

O plasmideo pSTP4, [North Carolina State University, USA
(SWAISGOOD & WALSH, 1994)] foi utilizado para obtencdo e amplificagao
da seqiiéncia de nucleotideos referente ao core da proteina estreptavidina. E
derivado do vetor pSE280 (Invitrogen, San Diego, CA), apresenta cerca de 4,2
Kb e contém toda seqliéncia de nucleotideos que codifica a proteina
estreptavidina inserida entre os sitios Nco I e Sal 1.

O Plasmideo pCR" 2.1 TOPO (Invitrogen) foi utilizado para a clonagem
do fragmento obtido a partir da reagdo da polimerase em cadeia. O sitio multiplo
de clonagem localiza-se na regido interna do gene lacZ que permite a triagem
dos transformantes recombinantes utilizando X-gal e IPTG.

O plasmideo pKLACI1 (New England Biolabs, Figura 2) foi utilizado nos
processos de expressdo e secrecdo do core da estreptavidina e contém as
seqiiéncias referentes as extremidades 5’ e 3° do promotor do gene LACY, a
seqiiéncia lider do “Mating alpha factor” de Kluyveromyces lactis (aMF), o sitio
multiplo de clonagem (MCS), e o terminador da transcri¢ao do gene LAC4 (TT)
que estdo a downstream da seqiiéncia 3" do promotor do gene LAC4 (pLACA4-
PBI 3°). O Promotor do gene que codifica alcool desidrogenase (ADH2) de
Saccharomyces cerevisiae dirige a expressio do gene amdsS, isolado de

Aspergillus nidulans, que codifica acetamidase.

11



PaeR7 |-Tlil-Xho! 257

Bglll 200
Avrll 298

AccEs |- Kpnl 302
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Sbf | 2854

BmgB | 4244

Ahd | 5813
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PAIF1-Tthi111 3142
BstX | 4303

Figura 2: Plasmideo pKLAC1 (New England Biolabs).

As células E. coli DH50,™ foi utilizada para propaga¢io dos plasmideos
utilizados neste trabalho.

As linhagens K lactis MW 98.8C (MATa, uraAl, argAl, lysAl, Rag-, K+,
pKD1% e CBS 2359 (linhagem referéncia utilizada no sequenciamento pela
Genolevure) foram utilizadas como células hospedeiras para a expressdo do core da
estreptavidina, utilizando o plasmideo pKLACI. Essas linhagens foram gentilmente

cedidas por Hiroshi Fukuhara, Institut Curie, Universidad Paris XI, France.
3.2. Meios de cultura e condicoes de cultivo

Células de E. coli DH5a™ foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB)
(20g.L™" triptona, 10 g.L"' extrato de levedura, 10 g.L"' cloreto de sodio) sob agitacio de
250 rpm a 37°C. Células transformadas com o plasmideo pCR 2.1° TOPO foram
cultivadas sob as mesmas condigdes em meio LB contendo 50 pg.mL™' de Kanamicina
para selecdao dos transformantes e manuten¢ao do plasmideo, enquanto que o meio de
cultivo para E. coli DH5a™ contendo os plasmideos pKLAC1 ¢ pKLAC1/cStp foram
suplementados com 50 pg.mL™ de ampicilina.

As linhagens de K. lactis transformantes foram selecionadas em meio YCB agar

(Yeast Carbon Base) contendo 5 mM de acetamida como Unica fonte de nitrogénio. A
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biomassa das linhagens de K lactis foi obtida em meio YPD (1% p/v extrato de
levedura, 2% p/v peptona e 2% p/v dextrose) a 30°C sob agitacdo de 200 rpm. Para
indugdo da sintese da proteina heterdloga foram utilizados os meios YPL [1% (p/v) de
extrato de levedura, 2% (p/v) de peptona e 2% (p/v) de lactose],YNBiac + ext1ev [ 13,4 g.L°
! Yeast Nitrogen Base with Aminoacid and Ammonium Sulfate (Sigma)] contendo 2%
(p/v) de lactose e suplementado com 0,5% p/v de extrato de levedura e em soro de
queijo desproteinizado. Para as culturas em meio s6lido foram adicionados 2% p/v de

agar no meio YPD.

3.3. Obtenc¢iao, amplificacio e clonagem do core da estreptavidina (cStp)

A seqiiéncia de nucleotideos codificadora do “core” da estreptavidina foi obtida
a partir do plasmideo pSTP4, pela Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), utilizando
oligonucleotideos desenhados a partir da seqiiéncia do gene integro da estreptavidina.
As seqiiéncias dos oligonucleotideos adicionam sitios de restri¢do para as endonucleases
Xho 1 (em azul) (JCORESTP-F) e Bg/ Il (em vermelho) (JCORESTP-R) como

apresentado a seguir:

JCORESTP-F: S'"CTCGAGAAAAGAGGCATCACCGGCACCTGGTAC'3
JCORESTP-R: 5' AGATCTCACCTTGGTGAAGGTGTCGTGGCC 3'

O oligonucleotideo JCORESTP-F contém ainda o sitio de clivagem da enzima
Kex2p (em verde), uma serina-protease dependente de ions cdlcio presente no complexo
de Golgi da célula hospedeira, destinada a processar as proteinas na via secretoria.

As posi¢des de anelamento dos oligonucleotideos foram determinadas de acordo

com os dados de SANO et. al.(1995) citado por DAMASCENO (2001) (Figura 3).
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1 CCCTCCGTCC CCGCCEGECA ACARCTRGGEE AGTATTITTC GTETCTCACA TGCGCARGAT

61l CGTCGTIGCR GCCATCGCCE TTICCCTEAC
121 AGACCCCTCC ARGGRRACTCGA AGECCCRAGGET

CTEETACAAL
CEEAACCTRC
CEACAGCECE
GRATRACTRHC
CGAGGECEAGIE
GRAGTCCAGC G

CAGCTCGGECT
GAGTCGGEC G5
CCGEGECCACCE
CECAACGEC GO
ATCARCHG GG
CTEETCGEGE GG

CGACCTTCAT
TCGGECAAC G5
ACGEE CREC GG
ACTCCECEAC
AGTEECTECT
ACGRCARCCTT

241
0l
36l
421
451

541
601

CEACECEGEG1E
GTCGCETECE

ARGRAGESCIE
GGCACCGGCE

GCETCAAC AR
GGTECCGEGR

CACGGTC TOG
CTCGGCCGOC

CETGACCGCG
CERGERGC CGEC
CRCCECC CTC
CRCE TEEAGC
GAC CTCC GGE
CRCC ARG GTG
=
CGGECAAC COG
CCTCGGRCC

ATTACE GOCR
3RU3 GOC BECR

—
EECGOCEADG
TR GTCC TRR
SETTEGRCEE
GGC CRGTACE
ACCACC GRGE
BR300 TCOG

CTC GAC GCCG

GCGCTTCEE0
TCACCE GCAL

GCGCCC TEAC
CCGGTCGTTR
TEECCTGERAR
TCEGECE G050
CCARCGCCTIS
COGCCTCCAT

TTCAGCAGTA

Figura 3: Seqiiéncia do gene da Estreptavidina (Gene Bank n° X03591, 638 pb,
Streptomyces avidinii) (ARGARANA et al., 1986). As bases em cinza
representam o fragmento resultante da amplificacdo; as setas indicam o local
de anelamento dos oligonucleotideos JCORESTP-F ¢ JCORESTP-R ¢ o
sentido da amplificagdo in vitro.

A reagdo de amplificagdo foi realizada em um volume total de 50 pLL contendo:
20ng do DNA plasmidial pSTP4, 1 unidade da enzima Taq DNA polimerase, 200 uM
de cada ANTP, 5 pL tampao 10X para Taq DNA polimerase; ¢ 10umoles de cada um
dos oligonucleotideos especificos. A amplificagdo foi efetuada de acordo como seguinte
protocolo: (i) 94°C por 5 minutos (um ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 53°C por 1 minuto
e 72°C por 1 minuto (35 ciclos); (iii) 72°C por 10 minutos (um ciclo). O produto da
amplificacdo foi fracionado em gel de agarose 1% p/v de tampao TBE 1X. O volume de
SuL da reag¢do de amplificag¢do foi aplicado no gel e o fragmento de DNA de cerca de
355 pb esperado foi visualizado utilizando o aparelho Eagle Eye Stratagene. O volume
restante da reagdo (45 plL) foi purificado utilizando o QIAquick PCR Purification
(Quiagen). O fragmento de DNA purificado foi subclonado no vetor pCR2.1® TOPO
(Invitrogen) segundo recomendagdes do fabricante, seguida da transformacao de células
E. coli DH50™ segundo método proposto por INOUE et. al. (1990).

A triagem dos transformantes foi realizada pelo cultivo em meio Luria-Bertani
de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-

(LB) 4gar contendo 40 ug.mL'1
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galactopiranosideo), 200 uM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) e 50
pg.mL™ de Kanamicina. Apés confirmagio da clonagem realizou-se o seqiiénciamento
do gene inserido no vetor pCR2.1® TOPO a fim de verificar a correta amplificacio da
seqiiéncia de nucleotideos referente ao core da estreptavidina. O fragmento de 355 pb
foi liberado do vetor pCR2.1® TOPO pela clivagem com as enzimas Xho I e Bgl 11,
purificado e submetido a reagdo de ligacdo com 1 unidade da enzima T4 DNA ligase
com o vetor pKLACI clivado com as mesmas enzimas. Em seguida realizou-se a
transformagdo de células E. coli DH50.™, segundo Inoue et al. (1990). As células
transformantes foram selecionadas em meio LB 4gar (20g.L™" triptona, 10 g.L"' extrato
de levedura, 10 g.L"' cloreto de sédio e 2% p/v agar bacterioldgico) suplementado com
50 pg.mL" de ampicilina. Colonias isoladas foram inoculadas em 15 ml de caldo LB
seletivo (50 pg.mL™ de ampicilina) e incubadas a 37°C, sob agitagio de 225 rpm por
cerca de 16 horas. Apos incubagdo, foram retiradas aliquotas de 1 mL cada, seguida da
adicao de 30 % (v/v) de glicerol e armazenamento a -80 °C. O volume restante da
cultura de células E. coli DH5a contendo o plasmideo pKLAC1-cStp, foi utilizado para
a extragao do DNA plasmidial, utilizando a Miniprep Kit Wizard SV Plus (Promega).
Todos os procedimentos de manipulacio de DNA foram realizados segundo

SAMBROOK et al., 1989.

3.4. Confirmacio da clonagem do cStp no pKLAC1

O plasmideo pKLAC]1-cStp foi submetido a reagao de clivagem com endonucleases
de restricdo Xho I e Bgl 11 (Invitrogen), utilizando o tampao React 2 (50 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 10 mM MgCl, 50 mM NacCl) e posteriormente fracionado em gel de agarose 1,0
% (p/v), em tampao TBE 1X a 80 volts por cerca de 60 minutos utilizando o padrao de

tamanho 1 kb DNA ladder plus. O plasmideo pKLAC1 foi ainda seqiienciado

utilizando os oligonucleotideos pPKLAC1 Reverse e Mating-a.-factor (Invitrogen).
Mating-a-factor: S>GAAGAAGCCTTGATTGGA 3’

pKLAC1 Reverse: S>’TTATCGCACAAGACAATC 3°
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3.5. Transformagio das linhagens CBS 2359 e MW 98.8C de Kluyveromyces lactis
com o plasmideo pKLAC1-cStp.

Células K. lactis CBS 2359 e MW 98.8C foram transformadas com o plasmideo
pKLACI1-cStp previamente linearizado com a endonuclease de restricio 4hd 1 (New
England Biolabs), utilizando o tampao NEB 4 (10 mM Tris-acetato, 50 mM acetato de
potassio, 10 mM acetato de magnésio, 1 mM ditiotreitol) adicionado de 100 pg.mL™" de
BSA. O processo de transformagao de leveduras K /lactis foi realizado segundo HILL et.
al. (1991). Inicialmente as linhagens de K lactis foram inoculadas em 10 mL de meio
YPG e incubadas a 30°C e 200 rpm. Ao atingir a fase estacionaria, as culturas foram
transferidas para erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio YPG e incubadas
nas mesmas condigdes. ApoOs atingir uma  DOgp = 0.5, que corresponde
aproximadamente a 10’ UFC/mL, as culturas foram centrifugadas e os sobrenadantes
foram descartados. Com sedimento celular foi realizada uma suspensao de células em
10 mL de uma solu¢do de acetato de litio (0,1M acetato de litio, 10mM Tris-HCl pH
8.0, ImM EDTA). Foi retirada uma aliquota de 100 puL da suspensdo de células e
adicionado 4 pg do plasmideo pKLACI1-cStp previamente linearizado, e incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 280 pL. de uma solugao
de PEG [50% PEG (polietilenoglicol) (p/v) em solucdo de acetato de litio]
homogeneizado 4-6 vezes por inversdo. A mistura foi incubada a 30°C por 45 minutos
sem agitacdo. Apos incubagdo foi adicionado 43 pL de DMSO (dimetilsulfoxido) que
corresponde aproximadamente a 10% (v/v) seguida da mesma homogeneizacdo. A
mistura foi submetida a um choque térmico a 42°C por 5 minutos e centrifugada a
12.000 x g por 3-5 segundos. O sedimento celular foi lavado com agua Mili Q estéril e
centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. Uma aliquota de 100 pL das células
foram plaqueadas em meio YCB agar seletivo contendo 5 mM de acetamida como tinica
fonte de nitrogénio ¢ 30 mM tampao fosfato de sddio em pH 7,0 para a selegdo dos
transformantes. A confirmagdo da seqiiéncia de nucleotideos do core da estreptavidina
no genoma das linhagens transformadas, foi realizada pela reagdo da polimerase em

cadeia utilizando os oligonucleotideos JCORESTP-F ¢ JCORESTP-R.

3.6. Analise da estabilidade mitdtica das linhagens recombinantes

As células recombinantes foram retiradas da placa contendo meio seletivo YCB

adicionado de 5 mM de acetamida e repicadas cinco vezes consecutivas em meio nao
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seletivo YPD para avaliar a estabilidade dos transformantes. Apds cada repicagem, as
placas foram incubadas a 30°C por 96 horas. Ao final das repicagens em meio nao
seletivo, os clones foram novamente cultivados em meio seletivo YCB suplementado

com 5 mM de acetamida ¢ submetidos as mesmas condi¢des de incubagao.

3.7. Indugao da expressao do core da estreptavidina (cStp)

Para a indugdo da expressao do “core” da estreptavidina, inicialmente foi obtida
uma biomassa celular em torno de 16 - 18 (Ago) em 50 mL de meio YPD. Apds
centrifugacdo da biomassa a 1500 x g por cerca de 10 minutos, o sedimento foi lavado
com agua peptona 0,01 % (p/v) e ressuspendido em 100 mL de meio YPL ou YNB jyciext
lev» ambos contendo 2 % lactose ¢ em soro de queijo em Erlenmeyer de 500 mL. As
células foram incubadas a 30°C sob agitagdo de aproximadamente 200 rpm. A cada 24
horas, durante 144 horas foram retiradas 5 aliquotas de 1 mL cada para andlise da

expressao.

3.8. Analise da proteina recombinante

3.8.1. Analise de Proteinas totais

A concentracdo de proteinas extracelulares totais foi avaliada segundo método

proposto por BRADFORD (1976).

3.8.2. Analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As Proteinas totais foram precipitadas com 10 % (v/v) de acido tricloroacético
(TCA) por 60 minutos a 0°C, seguida de centrifugacdo a 13.000 x g por 5 minutos a
4°C. O sedimento foi lavado duas vezes com 0,3 mL de acetona gelada, recuperado por
centrifugacdo a 4°C por 15 minutos a 13000 x g, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 30 pL de tampdo de amostra [125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% [-
mercaptoetanol, 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol e 0,05 (p/v) azul de bromofenol]
para SDS-PAGE. As amostras foram aquecidas a 100°C por 10 minutos e analisadas por

SDS-PAGE.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (v/v) foi realizada conforme
descrito por SAMBROOK et al. (1989). Os géis foram preparados a partir de uma
solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida (bis) 30%, tampao Tris/HCI
1,5 mol.L-1, pH 8,3 para o gel separador, e tampao Tris/HCI 0,5 mol.L-1, pH 6,8 para o
gel empilhador, persulfato de amdnio 10% (p/v), dodecil sulfato de so6dio (SDS) 10%
(p/v), e N,N,N,N,-tetrametil-etilenodiamino (TEMED). A corrida eletroforética foi
realizada a temperatura ambiente na presenga de marcadores com padrdo de massa
molecular. Foram utilizados dois procedimentos de coloragdo Coomasie brilliant blue
R250 [50% (v/V) metanol, Coomasie brilliant blue 1gL’1, 10% (v/v) éacido acético
glacial] e o coloidal G250 segundo método proposto por NEUHOFF et. al. (1988).

3.9. Detecc¢iao da estreptavidina no sobrenadante das culturas recombinantes

Para determinar a presen¢a do core da estreptavidina, um teste qualitativo foi
realizado com o reagente HABA (acido 2-hidroxiazobenzeno-4’-carboxilico). Um
volume de 25 pL. do reagente HABA (10 mM do reagente em uma solu¢ao de 10 mM
de NaOH) foi adicionado as seguintes solucdes : 1) ImL agua destilada; ii) 1 mL de
uma solucdo de avidina 0,5 mg. mL™' [preparada em 50 mM tampdo fosfato, pH 6,0,
contendo 0,9 % (p/v) de cloreto de sodio]; i)l mL do sobrenadante das culturas
controle, linhagens selvagens (ndo transformadas); iv) 1 mL do sobrenadante das
culturas recombinantes contendo o cStp. Apds a adicdo a mistura foi incubada a
temperatura ambiente por cerca de 5 minutos e procedeu-se a leitura da absorbancia
(A1) a 500 nm. A todas as solugdes foram adicionados 25uL. da solugdao de Biotina [5
mM preparada em 50 mM tampao fosfato, pH 6,0, contendo 0,9 % (p/v) de cloreto de
sodio]. A mistura foi homogeneizada e apds 5 minutos a temperatura ambiente,
realizou-se a leitura da absorbancia (A;) a 500 nm foi determinada. A diferenga entre as
absorbancias Al e A2, refletiu o deslocamento da avidina e da estreptavidina do

reagente HABA pela biotina em solugao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Amplificacio e clonagem da seqiiéncia codificadora do core da estreptavidina
(cStp)

A amplificacdo in vitro do gene cStp a partir do plasmideo pSTP4, resultou em

um fragmento de DNA de cerca 355 pb conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4: Analise eletroforética em gel de agarose 1% (p/v) em tampao TBE 1X do
produto de amplificacdo a partir do pSTP4. 1, fragmento amplificado in
vitro utilizando os oligonucleotideos JCORESTP-F e JCORESTP-R
correspondente ao core da proteina estreptavidina (~355pb). 2, Padrdo de
tamanho molecular 1Kb DNA /adder plus (Invitrogen)
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O fragmento de 355 pb contido na mistura de reacdo de PCR ou previamente
purificado apds amplificagdo foi subclonado no vetor pCR 2.1 TOPO (dados nao
mostrados) e propagados em células Escherichia coli DH50. em meio LB éagar seletivo
para a triagem das células transformantes. A clonagem do produto amplificado direto da
mistura de reacdo de PCR ndo foi tdo eficiente quanto a clonagem do fragmento
previamente purificado da reagdo, contradizendo as recomendagdes dos fabricantes do
vetor.

A clonagem no vetor pCR2.1TOPO foi util para verificar a correta amplificacao
da seqiiéncia de nucleotideos referentes ao core da estreptavidina bem como para
realizar as clivagens com as enzimas X%o I e Bg/ Il necessarias a subseqiiente clonagem
no plasmideo pKLACI. A Figura 5 apresenta o resultado do alinhamento da seqiiéncia
obtida pela andlise de seqiiénciamento do fragmento contido no vetor pCR2.1TOPO,
com as seqiiéncias de nucleotideos depositadas no Gene Bank, utilizando o programa

BlastN on-line.

Query: 1 ggcatcaccggcacctggtacaaccagctcggctcgaccttcatcgtgaccgecgggegec 60

RN RN RN NN RN RN NN RN NN NN RN NN RN
Subjct:167 ggcatcaccggcacctggtacaaccagctcggctcgaccttcatcgtgaccgcgggcgec 226

Query: 61 gacggcgccctgaccggaacctacgagtcggccgtcggcaacgccgagagccgctacgte 120

i PEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Subjct:227 gacggcgccctgaccggaacctacgagtcggccgtcggcaacgccgagagccgctacgte 286

Query: 121 ctgaccggtcgttacgacagcgccccggccaccgacggcagcggcaccgecctecggttgg 180

R RN RN NN R NN RN N RN RN NN NN RN RN RN
Subjct:287 ctgaccggtcgttacgacagcgccccggccaccgacggcagcggcaccgeccteggttgg 346

Query: 181 acggtggcctggaagaataactaccgcaacgcccactccgcgaccacgtggagcggccag 240

RN RN NN RN RN N NN RN RN NN N NN RN RN NR NN
Subjct:347 acggtggcctggaagaataactaccgcaacgcccactccgcgaccacgtggagcggeccag 406

Query: 241 tacgtcggcggcgccgaggcgaggatcaacacccagtggctgctgacctccggcaccacc 300

FERRErnerrne e e e et e n et e e e e
Subjct:407 tacgtcggcggcgccgaggcgaggatcaacacccagtggetgectgacctceggcaccace 466

Query: 301 gaggccaacgcctggaagtccacgctggtcggccacgacaccttcaccaaggtga 355

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Subjct:467 gaggccaacgcctggaagtccacgctggtcggccacgacaccttcaccaaggtga 521

Figura 5: Alinhamento da seqiiéncia do fragmento contido no vetor pCR 2.1 TOPO
utilizando o programa BlastN. Query representa a seqiiéncia do fragmento
(355pb). Subjct representa a seqiiéncia do gene estreptavidina proveniente de
Streptomyces avidinii.
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A seqiliéncia de nucleotideos inserida no vetor pCR2.1 TOPO apresentou 100% de
identidade com a seqiiéncia de nucleotideos referente ao dominio de afinidade da
estreptavidina pela biotina (cStp) correspondente a regido de 167 a 521 da seqiiéncia
original do gene integro (638 pb) (ARGARANA et. al., 1986). A Figura 6 mostra a
seqiiéncia de aminoacidos deduzida do fragmento corretamente amplificado utilizando o
programa Biology Workbench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu; Department of

Bioengineering; University of California, San Diego).

G I T 6T WY NQULGSTF 1T VT AGA

1 ggcatcaccggcacctggtacaaccagctcggctcgaccttcatcgtgaccgcgggcgcc 60
b GAL T GTYESAVGNAESI RYYV

61 gacggcgccctgaccggaacctacgagtcggccgtcggcaacgccgagagccgctacgte 120
L T 6GRYDSAPATDTGSGTA AL G W

121 ctgaccggtcgttacgacagcgccccggccaccgacggcagcggcaccgecctecggttgg 180
TV AW KNNYRNAMHSATTWS G Q

181 acggtggcctggaagaataactaccgcaacgcccactccgcgaccacgtggagcggccag 240
Y V.. G A EARIT NTOQW L L TS G T T

241 tacgtcggcggcgccgaggcgaggatcaacacccagtggctgctgacctccggcaccacc 300
E ANAWIK S TUL V G HDTF T K V

301 gaggccaacgcctggaagtccacgctggtcggccacgacaccttcaccaaggtg

Figura 6: Seqiiéncia de aminoacidos deduzida a partir do fragmento de DNA
amplificado que corresponde ao core da estreptavidina (cStp).

Essa seqiiéncia codifica para um peptideo de 118 residuos de aminoacidos com cerca de
13,3 kDa, a mesma seqiiéncia utilizada por Sano et. al, (1995) e Damasceno, (2001).
Bayer et. al. (1989) utilizaram uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica um
polipeptideo de 127 residuos de aminodcidos referente ao core da proteina
estreptavidina processada por proteases intrinsecas da Streptomyces avidinii.

O plasmideo pCR2.1® TOPO foi clivado com Xko I e Bgl II. O fragmento de
DNA de aproximadamente 355 pb liberado e fracionado em gel de agarose foi
purificado e submetido a reagao de ligacdo com o plasmideo pKLAC1 (New England
Biolabs) clivado com as mesmas enzimas. A mistura da reagdo de ligagdo foi utilizada
na transformagdo de E.coli DH5a e colonias transformantes foram submetidas a
extracdo e andlise de restricdo do DNA plasmidial para verificar a inser¢do do cStp no

plasmideo pKLACI.
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A Figura 7 mostra a analise de eletroforese em gel de agarose evidenciando um
fragmento de DNA entre 300 e 400 pb, resultante da clivagem do plasmideo com as
enzimas Xho I e Bgl II. Um fragmento de DNA semelhante ndo ¢ observado na anélise

do plasmideo controle pKLAC]1 submetido 2 mesma reagdo de clivagem.

23Kh
9,4Kh
6.5Kh
13Kb
2.3Kh
2Kh
564ph

500ph

400ph

300ph

200ph

100p

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (1,8% p/v) padrio de restricio do
pKLAC1/cStp. 1, marcador de tamanho molecular 1Kb DNA ladder plus
(invitrogen); 2, plasmideo pKLACI1-cStp clivado com as endonucleases de
restricdo Xho I e Bgl 11, mostrando um fragmento de DNA de cerca de 355
pb referente ao core da proteina estreptavidina; 3, controle plasmideo
pKLACI clivado com as mesmas endonucleases de restricao; 4, DNA do
fago A clivado com endonuclease de restricdo Hind 111

O seqiiénciamento do plasmideo pKLACI1-cStp com os oligonucleotideos
Mating-ca-factor e pPKLAC1 Reverse, confirma a clonagem do cStp, um fragmento de
355 pb, no plasmideo pKLACI1 nos sitios Xko 1 e Bgl Il em fase com seqiiéncia
codificadora do peptideo lider do Mating-a-factor. A inserc¢ao da seqiiéncia do core da
estreptavidina no pKLAC]1 adjacente ao peptideo sinal gerou um cddon de parada da
tradugdo cerca de 42 pb do cStp viabilizando a sintese em potencial de uma proteina de

cerca de 15 kDa, conforme indicado na Figura 8.
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M K FSTI1LAASTALISVVMAA
1 ATGaaattctctactatattagccgcatctactgctttaatttccgttgttatggctgct 60

PV STETH D1 DDULP 1T SV P EEATIL

61 ccagtttctaccgaaactgacatcgacgatcttccaatatcggttccagaagaagccttg 120
I 6 F 1 DL TGDEV S L L PV NNGT

121 attggattcattgacttaaccggggatgaagtttccttgttgcctgttaataacggaacc 180
H T 6 I L F L NTTI11 A EAAFAD KD

181 cacactggtattctattcttaaacaccaccatcgctgaagctgctttcgctgacaaggat 240
D LEKRGI TGTWYNI QLGS T F I

241 gatctcgagaaaagaggcatcaccggcacctggtacaaccagctcggctcgaccttcatc 300
vV T A GADGALTGTYES AV G N A

301 gtgaccgcgggcgccgacggcgccctgaccggaacctacgagtcggeccgtecggcaacgec 360
E S RY VLT GWRYDSAPATDG S G

361 gagagccgctacgtcctgaccggtcgttacgacagcgccccggccaccgacggcagecgge 420
T AL GWTVAWIKNNYRNAHSA AT

421 accgccctcggttggacggtggcctggaagaataactaccgcaacgcccactccgcgacc 480
T WS G QY V GGG A EARTT NTQ WL L

481 acgtggagcggccagtacgtcggcggcgccgaggcgaggatcaacacccagtggctgectg 540
T S 6 T TEANAWIKSTL V G HD T F

541 acctccggcaccaccgaggccaacgcctggaagtccacgctggtcggccacgacaccttc 600
T K VRSPRGTVDGAPAAA*

601 accaaggtgagatctcctaggggtaccgtcgacggcgcgcctgcggccgct-ttaagg 660

661 ccttgaatcgagaatttatacttagataagtatgtacttacaggtatatttctatgagat 720

721 actgatgaatacagnatgatatataac 747

Figura 8: Insercdo da seqiiéncia do ¢Stp no sitio X#o I/Bgl 11 do plasmideo pKLACI.
Em negrito, o ponto de inicio da traducdo do peptideo sinal do Mating-a-
factor. Em verde e amarelo, os sitios Xho 1 e Bgl I respectivamente,
flanqueando a seqiiéncia de nucleotideos referente ao cStp (em azul); em
cinza, o sitio de clivagem da enzima KEX2; em vermelho, o c6don de parada
gerado a 42 pb do cStp.

A alteragdo da matriz de leitura na seqiiéncia do vetor, gerando o cédon de parada, ¢ de
fundamental importancia, uma vez que a seqiiéncia truncada de nucleotideos inserida no
pKLACI corresponde a regido central do gene da estreptavidina. A sintese do dominio
truncado da estreptavidina foi a estratégia adotada para facilitar sua imobilizagdo em
colunas biotiniladas. Conforme SANO et. al. (1995) esta estratégia resulta em proteinas
mais sollveis, isto ¢, menos sujeitas a formar agregados, quando comparado com a

proteina integral.
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4.2. Transformacao e analise da estabilidade dos transformantes

O plasmideo pKLAC1-cStp foi linearizado com a enzima AAd 1 para transformar
as linhagens MW 98.8C e CBS 2359. A linearizagdo resultou em um cassete contendo o
gene da estreptavidina flanqueado pelas regides 3’Praca € 5’Pracs, direcionam a
integracao do cassete por recombinacao homologa na regido promotora do gene LAC4,
como representado na Figura 9. A recombina¢do homologa ¢ importante devido ao fato
de reconstituir a seqiiéncia do promotor para que se proceda a expressao do c¢Stp. Caso
contrario a expressao do ¢Stp serd inviabilizada e a peptideo ndo serd detectado no meio

extracelular.

?';hi:t 1 Egllll

P o] cSto—— 5P

K. lactis cromossomao

PuLaca

Xhol Bglll

—“—E' a cStp _-_f =
K, hictis eromassomo N I ames B w—
P F p

Lacs i

Figura 9: Cassete de integragao no promotor pLAC4, contendo o gene marcador amdS
e a seqliéncia de nucleotideos referente ao core da proteina Estreptavidina
(cStp) flanqueados pelas regides 3’Praca € 5’Praca.

As leveduras transformantes foram selecionadas em placas de meio YCB
contendo 5 mM de acetamida como unica fonte de nitrogénio. O metabolismo de
acetamida ¢ dependente do produto do gene amdS presente no cassete. Como controle
negativo para a producdo, foi realizada a transformagdo das mesmas linhagens com o
plasmideo pKLAC1. O procedimento de transformagdo utilizando DMSO
(dimetilsufoxido) como proposto por Hill et al. (1991), resultou em 10° ¢ 10°

transformantes/ pg de DNA nas linhagens CBS 2359 e MW 98.8C respectivamente. A
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transformagao pela adigdo de DMSO foi reportado ser mais eficiente em S. cerevisiae
quando comparado aos métodos tradicionais empregando apenas acetato de litio. Os
resultados obtidos demonstram a mesma eficiéncia do método na transformacao de K.
lactis. O crescimento de colonias CBS 2359 transformantes nas placas de Petri contendo
meio seletivo foi observado apds 4 dias de incubacdo a 30°C enquanto que os primeiros
transformantes da linhagem MW 98.8C surgiram apds 6 dias de incubagdo. A linhagem
auxotrofica MW 98.8C apresenta maior tempo de geracdo do que a linhagem selvagem
CBS 2359.

A confirmacao da integragdo do cassete contendo o core da estreptavidina no
genoma das linhagens transformantes foi realizada por PCR. O DNA total dos
transformantes foi utilizado nas reagdes de amplificagdo in vitro com os
oligonucleotideos JCOREST-F e JCORESTP-R, cujos resultados se encontram

apresentados na Figura 10.

Figura 10: Analise eletroforética em gel de agarose 1% (p/v) em tampao TBE 1X.
Padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA ladder plus (Invitrogen) (1 ¢ 9).
Produtos da amplificacdo por PCR utilizando o DNA total das linhagens de
K. lactis MW 98.8C/pKLACI1-cStp (2 e 3), CBS 2359/pKLACI1-cStp (5 e
6) ¢ das linhagens MW 98.8C/pKLAC1(4) ¢ CBS 2359/pKLACI1 (7)
como controles negativo; 8, controle positivo utilizando o plasmideo
pSTP4 como molde.

A reagdo de amplificagdo a partir do DNA total das linhagens transformadas com o
plasmideo pKLACI1-cStp (canaletas 2, 3, 5 e 6) produziu um fragmento de mesmo

tamanho que o produto amplificado a partir do DNA controle pSTP4 (canaleta 8). Esse
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fragmento ndo foi observado quando o DNA total das linhagens transformadas com o
plasmideo pKLACI1 foi utilizado na reagdo de amplificagdo (canaletas 4 e 7). Estes
resultados confirmam que os transformantes sdo portadores de uma copia do gene da
estreptavidina proveniente da Streptomyces avidinii inserido no genoma. Todos os
transformantes analisados foram positivos quanto a presenga do cStp confirmando a
eficiéncia do procedimento de transformacgdo proposto por Hill et. al.,(1991). Nao foi
determinado o numero de copias do cStp presente no genoma dos transformantes,
embora o sistema de selecdo pela conversao de acetamida em amonia ¢ reconhecido por
favorecer o crescimento de linhagens com mais de um cassete integrado (Colussi &
Taron, 2005).

Apés a confirmacdo da integracdo do cassete, a estabilidade mitotica das
linhagens recombinantes foi avaliada em meio ndo seletivo. A Figura 11 apresenta os
resultados do plaqueamento das linhagens MW 98.8C/cStp e CBS 2359/cStp em meio

nao seletivo (A e B) e em meio seletivo contendo 5 mM de acetamida (C e D).

Figura 11: Cultivo das linhagens recombinantes em meio nao seletivo YPD (A e B) e
em meio seletivo YCB (Yeast Carbon Base) contendo 5 mM de acetamida
(CeD);1,2,7 e 8 MW 98.8C/cStp; 3 e 9 K. lactis/p)KLACI; 4, 5,10 e 11,
CBS 2359/cStp integrado no genoma; 6 e 12 CBS 2359/pKLACI.

Apbs 5 repicagens em meio sélido ndo seletivo, as leveduras recombinantes
foram capazes de utilizar acetamida com unica fonte de nitrogénio. Esse fen6tipo indica
a capacidade das linhagens utilizadas em manter o cassete no genoma ao longo de

aproximadamente 40 a 50 geracdes. A estabilidade mitdtica pode indicar que ndo houve
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integracao in tandem e também ¢é importante na aplicagdo desse sistema para a producao

de proteinas em larga escala por reduzir custos com meios de pressao seletiva.

4.3. Expressiao do gene cStp nas culturas de Kluyveromyces lactis recombinantes
CBS 2359/cStp e MW 98.8C/cStp

O crescimento das linhagens recombinantes CBS 2359/cStp e MW 98.8C/cStp
de K. lactis e indugao da expressao do gene cStp foram conduzidas em duas etapas
independentes. Inicialmente foi obtida uma biomassa das linhagens recombinantes com
absorbancia a 600 nm de 18,0 em regime de batelada sob agitacio em Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio YPD. Em seguida a biomassa foi ressuspendida em
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meios de indugao (Agpo= 8,0). Os meios de
indugdo, contendo lactose para induzir o promotor LAC4, foram: YPL (tendo peptona
como principal fonte de nitrogénio), YNB 5 + ext 1ev (cOm sulfato de amédnio e 0,5% de
extrato de levedura) e o soro de queijo parcialmente desproteinizado. A Figura 12
mostra a concentragdo total de proteinas extracelulares, presentes no sobrenadante das
linhagens recombinantes durante a fase de inducdo. Nessa fase, ainda foi observado

crescimento em todos os meios de cultura utilizados (dados nao mostrados).
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Figura 12: Concentragdo de proteinas extracelulares totais das culturas CBS 2359/cStp
(A) e MW 98.8C/cStp (B) de K. lactis recombinantes em fun¢ao do tempo,
nos meios de indugdo: O Soro de queijo, M YNB, + extlevs B YPL.

Nas primeiras 72 horas de indu¢do o meio YPL propiciou maiores concentragdes
de proteinas extracelulares quando comparado aos demais meios. Entretanto a partir de
96 horas 0 meio YNB, + ext 1ev SUpera o meio YPL quanto a concentragdo de proteinas
extracelulares (Apéndices B e C). Esses resultados sdo observados em ambas as
linhagens recombinantes. O meio YPL possui peptonas que podem favorecer a secre¢ao
de proteases extracelulares para a assimilagdo dos peptideos presentes no meio como
fonte de nitrogénio (FLORES et. al., 1999). O meio YNBi + ext lev» €mbora
suplementado com extrato de levedura, tem menos requerimento da atividade de
proteases extracelulares. Embora ndo tenha sido analisada a natureza das proteinas
extracelulares, é interessante que a atividade proteolitica no sobrenadante das culturas

recombinantes em ambos os meios seja investigada. Além da atividade proteolitica
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extracelular é importante avaliar também se o pH do meio de indugdo pode interferir no
acumulo de proteinas extracelulares. Apos 96 horas de indugdo, o pH dos meios YPL e
YNBiyc + ex 1ev apresentaram valores em torno de 5,7 e 2,2 respectivamente. Choi et.al.,
(2005) e COS et.al., (2005) tém enfatizado que altas concentragdes de proteinas
extracelulares em culturas de P. pastoris recombinantes depende da baixa atividade de
proteases extracelulares. Creeg et. al., (1993) e Barral et.al., (2005) sugerem a reducao
do pH a valores entre 2 e 4,5 com a finalidade de inibir a agcdo de proteases. O meio
YPL mantém o pH mais estavel do que 0 meio YNBiyc + ext 1ev cujo (NH4)2.SO4 ao ser
assimilado acidifica o meio (WHITE, 2000). Desta forma a acidificacdo do meio YNB,
+ ext lev verificada apds 96 horas de indugdo pode ter reduzido a agdo de proteases
extracelulares.

Ambas as linhagens apresentaram uma concentra¢do de proteinas extracelulares
surpreendentemente mais baixas quando cultivadas em soro de queijo comparado aos
demais meios.

A Figura 13 apresenta o perfil do fracionamento das proteinas extracelulares
totais das culturas recombinantes. Um grande ntimero de bandas ¢ observado nos géis,
contrapondo a baixa concentracao de proteinas extracelulares. Esses resultados revelam
que K.lactis secreta um numero mais elevado de proteinas extracelulares que o esperado
pela maioria das leveduras. A presenca de uma banda com cerca de 15 kDa no
sobrenadante das culturas recombinantes e ausente na amostra controle, sugere a

presenca extracelular do core da estreptavidina.
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Figura 13: Fracionamento em gel de poliacrilamida 15% (p/v) em condigdes
desnaturantes das proteinas extracelulares presente no sobrenadante das
culturas recombinantes K.lactis MW 98.8C/cStp em meio YNB ¢ + ext lev
(1) eem YPL (2) e K.lactis CBS 2359/cStp em meio YNB yc + ext 1ev (3) €
em YPL (4). A- Marcador de massa molecular (Invitrogen), B -
sobrenadante controle das respectivas linhagens transformadas com
pKLACI.

Entretanto a deteccdo de uma banda com um perfil de mobilidade eletroforética
semelhante ao padrdo de massa molecular de 15 kDa, mesmo que ausente no
sobrenadante controle, ndo necessariamente indica a presenca do core da estreptavidina
nos sobrenadantes das culturas recombinantes. Para avaliar a presenca do dominio
funcional da estreptavidina, foi realizado o ensaio com o reagente HABA (PIERCE®),
cujos resultados estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. O reagente HABA na presenca de

estreptavidina forma um complexo que absorve luz em 500 nm. A adi¢do de biotina
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remove a estreptavidina do complexo reduzindo a absorbancia. Conseqiientemente

quanto maior a diferenca entre absorvancia na auséncia de biotina e absorvancia na

presenca de biotina, maior a concentragdo de estreptavidina no meio.

Tabela 1: Teste HABA para andlise da presenga do core da estreptavidina no
sobrenadante da cultura de K. lactis recombinante MW 98.8C/cStp. A
absorbancia foi lida a 500 nm e os valores representam a média de trés

repeticoes.

Amostra Al A,° Ar- A,
H,O + HABA 0,1548 +£0,0002  0,1546 + 0,0001  0,0002
Avidina (0,5mg.mL™") + HABA 1,211 £ 0,002 0,640 = 0,001 0,570
MW 98.8C/cStp YPL + HABA 0,811 £+ 0,003 0,739 + 0,003 0,072
MW98.8C/cStp YNB ¢ + ext 1ev + HABA 0,303 + 0,003 0,225+ 0,003 0,078
CBS 2359/cStp YPL + HABA 0,822 + 0,003 0,747 + 0,002 0,075
CBS 2359/cStp YNB4c + ext1ev + HABA 0,342 + 0,002 0,269 + 0,002 0,073
Controle YPL+ HABA 0,718 = 0,002 0,716 + 0,002 0,002
Controle YNB + ext1ev + HABA 0,214 + 0,001 0,211 + 0,002 0,003

?Al= leitura da absorvéncia anterior a adi¢do de biotina.
A2 = leitura da absorvancia apos a adigio de biotina.

Tabela 2: Teste HABA para andlise da presenga do core da estreptavidina no
sobrenadante da cultura de K. lactis recombinante CBS 2359/cStp. A
absorbancia foi lida a 500 nm e os valores representam a média de trés

repeticoes.

Amostra A A’ Ar- A,
H,0 + HABA 0,1548 +0,0002 0,1546 +0,0001  0,0002
Avidina (O,Smg.mL'l) + HABA 1,211 £0,002 0,640 + 0,001 0,570
CBS 2359/cStp YPL + HABA 0,822 + 0,003 0,747 + 0,002 0,075
CBS 2359/cStp YNB + ext 1ev + HABA 0,342 + 0,002 0,269 + 0,002 0,073
Controle YPL + HABA 0,714 +£ 0,001 0,710 £ 0,002 0,004
Controle YNBy, + ext 1ev + HABA 0,216 + 0,001 0,213 + 0,002 0,003

?Al= leitura da absorbancia anterior a adi¢do de biotina.
A2 = leitura da absorbancia apos a adigio de biotina.
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A reducdo na absorvancia representada pela diferenga entre Al e A2 reflete o
deslocamento da estreptavidina do reagente HABA pela biotina, fato que nao foi
observado na amostra controle quando o volume de sobrenadante da cultura foi
substituido pelo mesmo volume de 4gua ou dos sobrenadantes das culturas controles.
Tanto para a linhagem MW 98.8C/cStp quanto para a CBS 2359/cStp o ensaio do
reagente HABA foi realizado com amostras de sobrenadantes nos tempos de maxima
concentragdo de proteinas extracelulares. Os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2
comprovam a presen¢a do dominio da estreptavidina funcional, isto ¢, com afinidade
pela biotina, no sobrenadante de ambos os meios YPL € YNBiac + ext lev-

O soro de queijo, nas condi¢des utilizadas, nao foi capaz de induzir a produgao
extracelular de estreptavidina pelas linhagens recombinantes em concentragdes
detectaveis (Apéndice D). Este fato ndo ¢ suficiente para descartar a possibilidade de
sua utilizacdo como uma fonte alternativa de lactose para inducdo da expressdo de
proteinas pelas linhagens recombinantes. Maior concentragdo de biomassa pode ser
obtida resultando consequentemente numa maior concentragdo de proteinas
extracelulares na fase de indugdo. A volatiliza¢dao do etanol percebida durante a fase de
indugdio da sintese da proteina sugere a ocorréncia de metabolismo fermentativo. E
possivel que o metabolismo fermentativo nao favorega a expressdo e secrecdo da
proteina recombinante. E necessario avaliar esses e os demais fatores fisiologicos que
possam interferir na sintese e na secrecdo da estreptavidina pelas linhagens
recombinantes nos meios de inducdo estudados inclusive no soro de queijo. A analise
das melhores condigdes de cultivo e de indugdo como concentragdo de lactose, acracao,
pH, micro e macronutrientes sao necessarios para aumentar o rendimento da proteina de
interesse. Estudos semelhantes realizados por Fonseca (2006) resultaram na produgdo

de 4g.L"! de estreptavidina extracelular por culturas de Pichia pastoris recombinantes.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVA

A seqiiéncia de 355 pb foi isolada da rea¢do de PCR utilizando o plasmideo
pSTP4 como molde. O fragmento amplificado apresentou 100% de identidade com a
regido codificadora do dominio de afinidade da estreptavidina pela biotina (cStp). Com
a finalidade de obter um sistema de expressio e secrecdo de proteinas em
Kluyveromyces lactis que permita isolar e/ou imobilizar proteinas recombinantes em
suportes biotinilados, a seqiiéncia codificadora do dominio de afinidade da
estreptavidina pela biotina (cStp) foi inserido no vetor de expressao e secre¢io pKLACI
de K. lactis. A insercdo do cStp nos sitios Xho I e Bgl Il em fase com a seqiiéncia do
peptideo lider do mating-a-factor.

O plasmideo pKLAC1-cStp linearizado com a enzima Ahd I resultou um
cassete cujas regides 3’Praca € 5’Pracs, direcionaram o cassete para recombinagdo
homologa na regido promotora do gene da -galactosidase (LAC4) presente no genoma
das linhagens K. lactis MW 98.8C ¢ CBS 2359 transformadas. O procedimento de
transformagao pela utilizagdo de DMSO proposto por Hill el. al. (1991) resultou numa
eficiéncia de transformagio na ordem de 10° e 10* transformantes/ug de DNA nas
linhagens CBS 2359 e MW 98.8C respectivamente. Os transformantes analisados
foram positivos quanto a presenca do cStp no genoma ¢ demonstraram estabilidade
mitotica.

Uma concentracdo de biomassa correspondente a Agpp de 18 das linhagens
recombinantes MW 98.8C/cStp e CBS 2359/cStp foi obtida em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio YPD. Posteriormente essa biomassa foi transferida para os
meios YPL, YNB + ext 1ev € €m soro de queijo, todos contendo lactose para a indugao da
sintese da estreptavidina. As amostras foram coletadas em intervalos de 24 horas

durante um periodo de 6 dias para andlise de proteinas totais.
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Para ambas as culturas recombinantes maiores concentracdes de proteinas
extracelulares totais foram obtidas durante as primeiras 72 horas de indugdo no meio
YPL e apo6s 96 horas no meio YNBi,c + ext lev-

O fracionamento em condi¢des desnaturantes das proteinas extracelulares
totais do sobrenadantes das culturas recombinantes revelou uma banda de 15kDa
ausente nas culturas controle. A atividade biologica da estreptavidina presente no
sobrenadante das culturas recombinates foi analisada pela interagdo com biotina. Ambas
as linhagens de K. lactis MW 98.8C/cStp e CBS 2359/cStp obtidas neste trabalho foram
capazes de expressar e secretar o core da proteina estreptavidina funcionalmente ativo.

Mais estudos sao necessarios para determinar as condic¢des fisiologicas que
maximizam o rendimento de proteina nos meios de inducdo principalmente no soro de
queijo.

A estabilidade mitdtica das linhagens recombinantes favorece sua aplicacao
em larga escala, uma vez que células recombinantes mitoticamente estaveis reduzem as
dificuldades com a manutencao da pressao seletiva no meio.

O plasmideo pKLACI1 contendo o cStp estd apto para a expressdo e
secrecdo de proteinas e de enzimas de interesse biotecnoldgico destinadas a adsor¢do
biosseletiva em colunas biotiniladas. Sugere-se a fusdo de genes de enzimas hidroliticas
tais como lipases, para modificagdo funcional de Oleos e gorduras; pectinases, para
clarificagdo de sucos e vinhos; a-glucosidases, para a obten¢do de xarope de milho ou
celulases uteis na obtengdo de substratos fermentaveis de residuos lignoceluloliticos
para a industria de biocombustivel. Colunas biotiniladas contendo as enzimas

imobilizadas podem ser incorporadas em uma linha de producao industrial.
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APENDICE A

Abs 595 nm
o
(62

y = 0,0426x + 0,0089
R? = 0,9959

0 25 5 75 10 125 15 17,5 20 225
[BSA] pg.mL™*

Apéndice A: Curva padrao de Albumina Bovina Sérica (BSA) utilizada como
referéncia para o calculo de proteinas totais pelo método de Bradford.
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Apéndice B

Soro de Queijo YNBic +ext lev YPL
Tempo (h) 1 1 y
(ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL™)
0 0 0 0
24 23,33+ 3,57 67,88 £10,48 101,00 +7,17
48 38,29+ 11,5 76,49 + 10,98 178,20 + 8,97
72 4493 +£11,99 99.44 + 17,59 140,38 + 15,40
96 42,07 £15,05 150,81 + 5,64 117,69 +15,42
120 75,89 +£9,31 192,54 +10,81 173,76 +4,41
144 51,95+ 17,26 195,93 + 5,96 103,35 +2,06

Apéndice B: Quantificacdo de proteinas totais secretadas presente no sobrenadante da
cultura de K. lactis MW 98.8C cStp nos diferentes meios de cultivos
em regime de batelada pelo método de Bradford.
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APENDICE C

Soro de queijo YNB . +ext lev YPL
Tempo (h) 1 1 1
(ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL™)
0 0 0 0
24 40,25 £ 11,37 15,98 + 7,85 131,78 £ 6,62
48 38,43 +£5,01 54,32 +7,72 152,90 + 10,39
72 58,20 £ 5,31 90,31 +12,14 178,72 + 3,86
96 40,51 £ 5,11 179,24 + 16,01 137,78 + 4,96
120 56,12 + 14,07 166,72 £ 6,67 96,31 + 17,66
144 69,65 + 9,88 127,08 + 1,65 117,96 + 15,22

Apéndice C: Quantificagdo de proteinas totais secretadas presente no sobrenadante da
cultura de K. lactis CBS 2359 cStp nos diferentes meios de cultivos em
regime de batelada, pelo método de Bradford.
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APENDICE D

A 24 48 T2 6 120 1#4h B

Apendice D: Fracionamento das proteinas extracelulares totais em gel de poliacrilamida
15% (p/v) sob condicdes desnaturantes das amostras do sobrenadante da
cultura recombinante de K. lactis CBS 2359/cStp em meio de soro de queijo.
A- Marcador de massa molecular (Invitrogen); B- sobrenadante controle da
cultura CBS 2359/pKLACI.
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