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RESUMO 

 

 

SANTOS, Valdilene Canazart, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 
2007. Obtenção de linhagens de Kluyveromyces lactis recombinantes 
produtoras do imunógeno SBm 7462 contra o carrapato Riphicephalus 
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887). Orientadora: Flávia Maria Lopes 
Passos. Co-orientadores: Elza Fernandes de Araújo e Joaquin Hernán 
Patarroyo Salcedo. 

 

 
O peptídeo denominado SBm 7462 (Sintético Boophilus microplus 7462) é 

uma vacina desenvolvida a partir da seqüência da proteína intestinal do carrapato 

B. microplus denominada Bm 86 apresentando ação imunogênica contra o 

mesmo. O carrapato B. microplus é um importante artrópode da medicina 

veterinária devido a perdas econômicas e problemas de saúde causados pelo 

referido parasita no gado da América Central e do Sul, bem como da Austrália. 

Este trabalho descreve a obtenção de linhagens de Kluyveromyces lactis 

recombinantes produtoras do referido peptídeo. Dois vetores de expressão 

integrativos foram construídos a partir do vetor pKLAC1: pKLAC1-seq1, contendo 

a seqüência 1 constituída por três cópias da seqüência de nucleotídeos que 

codifica para o SBm 7462 e o pKLAC1-seq4, contendo a seqüência 4 constituída 

por uma única cópia da seqüência de nucleotídeos que codifica o SBm 7462. As 

construções foram confirmadas por sequenciamento. O cassete de integração 

obtido pela clivagem do vetor com a enzima SacII foi utilizado na transformação da 

linhagem selvagem de K. lactis CBS2359. A integração dos cassetes por 

recombinação homóloga no locus LAC4 foi confirmada por PCR. A análise dos 

recombinantes de K. lactis por RT-PCR e a detecção do peptídeo, utilizando 

anticorpos monoclonais contra SBm 7462, comprovaram a transcrição e a 



 xiii 

expressão extracelular dos peptídeos. Os recombinantes foram cultivados em 

regime de batelada em YPGlicerol, alcançando uma concentração de biomassa de 

10 g·L-1. A biomassa obtida foi transferida para o meio YNB com 4% (p/v) de 

lactose para induzir o promotor LAC4 e a síntese de SBm 7462 recombinante. 

Amostras foram analisadas quanto à concentração de proteína extracelular, por 

eletroforese em SDS-PAGE e detecção do imunógeno. A indução da síntese dos 

peptídeos foi testada sob duas condições: sem pulso adicional de lactose e com 

pulso de lactose, a cada 24 horas, durante 144 horas de indução. A concentração 

de proteínas extracelulares na segunda condição foi maior quando comparada 

com a condição sem pulso adicional de lactose. Atividade proteolítica não foi 

detectada no sobrenadante. O perfil eletroforético em SDS-PAGE revelando três 

bandas de aproximadamente 6, 10 e 21 kDa relacionadas ao peptídeo de 

interesse é discutido. A detecção do peptídeo vacinal com anticorpos monoclonais 

comprovou a presença extracelular do rSBm 7462.  
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ABSTRACT 

 

 

SANTOS, Valdilene Canazart, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 
2007. Obtaining of strains of Kluyveromyces lactis recombinants 
producers of the vaccine SBm 7462 against the tick Riphicephalus 
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887). Adviser: Flávia Maria Lopes 
Passos. Co-advisers: Elza Fernandes de Araújo and Joaquin Hernán 
Patarroyo Salcedo. 

 

The peptide designated SBm 7462 (Synthetic Boophilus microplus 7462) 

induces an immunogenic response against the tick B. microplus, an important 

arthropods in veterinary medicine due to the economic losses and the health 

problems caused in cattle production in Central and South America and Australia. 

Here we describe the construction of recombinant Kluyveromyces lactis yeast 

strains expressing the gene for rSBm 7462. Two integrative expression cassettes 

harboring one or three copies of the nucleotide sequence coding for the SBm 7462 

were built from the vector pKLAC1. The construction of the expression vectors was 

confirmed by sequencing. The transformation of wild type K. lactis CBS2359, was 

performed and the integration of the cassettes by homologous recombination into 

the LAC4 locus of the transformed K. lactis genomes was verified by PCR. The 

transcription and extracellular expression of the peptides have been confirmed in 

recombinants K. lactis strains by RT-PCR and monoclonal antibodies against SBm 

7462. The recombinants were cultured in shake-flask YPGlycerol medium 

generating 10 g·L-1 biomass. The biomass obtained was transferred to mineral 

medium with lactose 4% (w/v) to induce the LAC4 promoter and the synthesis of 

recombinant SBm 7462. Samples were analyzed for total protein, SDS-PAGE and 

immunogenic detection. The peptide production was investigated under two 

conditions: with additional lactose pulse at 24 hours intervals during 144 hours of 
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induction and with no additional lactose pulse. The extracellular protein 

concentration in the first condition was higher compared to the condition with no 

additional pulse of lactose. Proteolytic activity was not detected into the medium. 

Three major protein bands of approximated 6, 10 and 21 kDa related to the desired 

peptide were detected by SDS-PAGE.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A levedura Kluyveromyces lactis reúne características interessantes que a 

qualifica para produção industrial de proteínas tanto nativas quanto 

recombinantes. Dentre essas características, destacam-se metabolismo oxidativo 

com baixa repressão catabólica, o que favorece altos rendimentos de biomassa, e 

o potencial de secreção com adequado nível de glicosilação, o que atrai a 

produção de proteínas na indústria farmacêutica.  

O imunógeno SBm 7462 (Sintético Boophilus microplus 7462) contra o 

carrapato B. microplus, é uma importante vacina na pecuária brasileira, sendo a 

síntese química, o único processo de produção disponível para a obtenção desta 

vacina. A produção de vacinas baseadas em peptídeos é realizada selecionando 

com posterior produção destes segmentos em laboratório. Estes peptídeos 

sintéticos representam uma fonte de antígenos puros para a produção de uma 

potente vacina. A vacina contra o carrapato B. microplus, SBm 7462, construída a 

partir da seqüência primária da proteína intestinal de B. microplus, denominada 

Bm 86, é um exemplo destes peptídeos.  

A síntese química de peptídeos vacinais apresenta algumas limitações, tais 

como presença de possíveis estruturas espaciais no peptídeo de difícil reprodução 

laboratorial, presença de carboidratos como elementos estruturais essenciais e a 

necessidade de incluir, na possível vacina, vários segmentos indutores de 

respostas humoral e celular. Uma alternativa à síntese química de peptídeos é a 

síntese biológica atualmente ampliada pela tecnologia do DNA recombinante.  

As bactérias são hospedeiras mais comuns para expressão de proteínas 

recombinantes. No entanto, por não possuírem sistema de endomembranas, o 
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correto processamento das proteínas pode ser afetado. Assim, a expressão de 

proteínas heterólogas em leveduras tem atraído a atenção, por combinar a 

facilidade de manipulação genética e as características de crescimento de 

organismos procariotos permitindo o cultivo desses microrganismos em larga 

escala. Portanto, a proposta do presente trabalho foi produzir, na levedura do leite, 

lactose positiva e potencialmente industrial, K. lactis, o peptídeo vacinal SBm 

7462, destinado a conferir resistência contra o carrapato B. microplus.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

A tecnologia do DNA recombinante veio revolucionar a indústria 

biotecnológica nas últimas décadas. Hoje, é possível produzir proteínas e 

peptídeos utilizando organismos nos quais estas moléculas não são sintetizadas 

naturalmente. Diversos microrganismos entre bactérias, fungos filamentosos e 

leveduras são utilizados para a expressão de proteínas heterólogas. Contudo, os 

rendimentos variam muito, dependendo do microrganismo e da proteína expressa. 

Nesse contexto, as leveduras alcançaram um papel de destaque como 

organismos hospedeiros para produção de proteínas heterólogas. Se por um lado 

a levedura Saccharomyces cerevisiae não atendeu plenamente as expectativas de 

seu uso como hospedeira para produção de proteínas heterólogas (Gellissen & 

Hollenberg, 1997; Wesolowski-Louvel et al., 1996), outras leveduras não 

convencionais tais como Hansenula polymorpha (Müller et al., 1998; Gellissen G, 

2000), Arxula adeninivorans (Rösel & Kunze, 1998), Pichia stipitis, 

Schwanniomyces occidentalis (Piontek et al 1998), Pichia pastoris (Cereghino & 

Cregg, 2000), Candida boidinii (Gellissen G, 2000), Yarrowia lipolytica (Juretzek et 

al., 2001) e Kluyveromyces lactis (Swinkels et al., 1993) têm revelado um potencial 

promissor. Em K. lactis, comparativamente a S. cerevisiae, um amplo 

conhecimento para manipulação genética foi estabelecido. Projetos de pesquisa 

básica com K. lactis vêm sendo conduzidos por uma comunidade científica ativa 

que reúne anualmente para compartilhar os avanços há vinte anos (Walker 2006).  

A K. lactis é uma levedura ascomiceta que evoluiu muito próxima a S. 

cerevisiae. Mesmo pertencendo ao mesmo grupo anaeróbio facultativo, existem 

diferenças metabólicas entre as duas leveduras, com reflexos tanto em sua 

aplicação biotecnológica quanto nos estudos que fundamentam a regulação de 
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processos celulares (González-Siso et al., 2000; Pinheiro et al., 2000). Em K. lactis 

o metabolismo oxidativo coexiste com o metabolismo oxidorredutivo, enquanto 

que em S. cerevisiae, a levedura tradicional da fermentação alcoólica e natural de 

ambientes com alta concentração de açúcar, o metabolismo oxidorredutivo 

predomina sobre o metabolismo oxidativo e são independentes (González-Siso et 

al., 2000; Schaffrath & Breunig, 2000).  

O habitat natural da K. lactis é diverso, sendo muitas linhagens isoladas 

durante o processamento de produtos derivados de leite, nos quais o carboidrato 

disponível é a lactose. Outra propriedade que também distingue K. lactis de S. 

cerevisiae é justamente a habilidade de assimilar lactose como fonte de carbono e 

energia.  

A K. lactis apresenta características adicionais interessantes que a 

qualificam como uma candidata promissora em processos biotecnológicos. Possui 

o status GRAS (Generally regarded As Safe) pela FDA (Food and Drug 

Administration) que aprova sua utilização na indústria farmacêutica e alimentícia. 

O metabolismo predominantemente oxidativo, mencionado anteriormente, garante 

altos rendimentos de biomassa. E a secreção de proteínas, embora não seja muito 

comum em leveduras como é em fungos filamentosos, é possível uma vez que a 

proteína Killer de alta massa molecular é produzida por K. lactis e liberada no meio 

de cultura. A disponibilidade de técnicas moleculares e sequenciamento completo 

do genoma de K. lactis concorrem para o desenvolvimento de sistemas de 

expressão para a referida levedura (Fleer et al., 1991a, b; Romanos et al., 1992; 

Swinkles et al., 1993; Wesolowski-Louvel et al., 1996; Dujon, 2004).  

A expressão de grande número de proteínas de relevância farmacológicas 

foi testada em K. lactis nos últimos anos. Dentre estas proteínas destacam-se a 

interleucina humana 1 (Fleer et al., 1991a; Blondeau et al., 1994), o antígeno de 

superfície do vírus da hepatite B (HbsAg) (Martinez et al., 1992), fator de 

estimulação de colônias de macrófagos (Hua Z et al et 

al., 1992) soroalbumina humana (Fleer et al., 1991b; Saliola et al., 1999; Colussi & 

Taron 2005), lisozima (Iwata et al, 2004), precursor da insulina (Feng et al, 1997), 

cadeia leve Fv de anticorpos (Swennen et al., 2002; Robin et al., 2003). Contudo, 



 5 

tem sido observado que o rendimento das proteínas heterólogas secretadas 

variam com a linhagem da levedura utilizada, as condições de cultivo e a estrutura 

da proteína. Baseado neste fato, modificações foram realizadas na hospedeira 

aumentando seu potencial de secreção. 

Alguns estudos sugerem que o número de pontes dissulfídicas na estrutura 

de algumas proteínas, como na soroalbumina humana (HSA), por exemplo, 

podem influenciar o correto dobramento da mesma durante a translocação na via 

de secreção. Uma das proteínas que têm papel fundamental no dobramento de 

proteínas no retículo endoplasmático rugoso é a dissulfito isomerase (PDI). Com o 

intuito de favorecer o processamento de proteínas heterólogas em leveduras, o 

gene que codifica para a PDI no genoma de uma linhagem de K. lactis, a MW98-

8C, foi duplicado originando as linhagens HP101 e HP108 (Bianchi et al., 1987, 

Bao et al., 2001). Verificou-se que a duplicação desse gene contribuiu 

significativamente para o aumento na secreção de soroalbumina humana (Bao et 

al., 2001). 

Outra modificação no genoma de K. lactis realizada para aumentar a 

eficiência na secreção de proteínas heterólogas inclui a interrupção do gene 

KlPMR1. Este gene, com função semelhante ao gene PMR1 de S.cerevisiae 

(Uccelletti et al., 1999b), codifica para uma Ca+2-ATPase localizada no Complexo 

de Golgi onde é responsável pelo transporte de cálcio e magnésio para o lúmen 

desta organela (Antebi and Fink, 1992; Dürr et al., 1998). O mutante de 

S.cerevisiae com deleção em Pmr1 apresenta efeitos pleiotróficos, como alteração 

na homeostase de cálcio e incompleta glicosilação da cadeia externa de proteínas. 

Este fenótipo pôde ser revertido pela adição de 10 mM de CaCl2 no meio, 

indicando haver um papel direto do cálcio na função do Golgi (Antebi and Fink, 

1992). A inativação deste gene resultou também em um significativo aumento na 

secreção de proteínas heterólogas (Harmsen et al., 1993; Rudolph et al., 1989). 

Em K. lactis, os resultados foram semelhantes excetuando-se pelo fato de que a 

adição de cálcio não diminuiu a secreção das proteínas heterólogas (Uccelletti et 

al., 2004). 

Gen
Gen
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A glicosilação é um processo importante na expressão heteróloga de 

proteínas em leveduras, especialmente quando se trata de uma proteína 

terapêutica, uma vez que, o padrão de glicosilação naqueles microrganismos, 

como em fungos filamentosos, difere do padrão de glicosilação de células 

humanas (Gerngross and Wildt, 2005). Existem basicamente dois tipos de 

glicosilação: O-glicosilação, quando os carboidratos são ligados ao grupo hidroxil 

dos resíduos de serina ou treonina da proteína, e N-glicosilação, quando os 

carboidratos são adicionados ao resíduo de asparagina da cadeia polipeptídica 

nascente. Pouco se conhece sobre o papel biológico das O-glicosilações, 

enquanto que, as N-glicosilações são consideradas essenciais para a função do 

polipeptídeo (Gemmil and Trimble, 1999). As proteínas terapêuticas podem ser 

divididas, portanto, em duas principais categorias: aquelas com N-glicosilação 

(glicoproteínas) e aquelas sem N-glicosilação. Essa modificação pós-traducional é 

de extrema importância porque contribui significativamente para o volume do 

polímero bem como para suas características funcionais. A falta dessa N-

glicosilação pode interferir no tempo de meia vida, na distribuição nos tecidos e na 

imunogenicidade da proteína terapêutica (Gerngross and Wildt, 2005). Por outro 

lado, a presença de um padrão diferente de N-glicosilação pode levar a uma 

resposta imunológia não desejável. Atualmente, verificam-se intensos esforços 

algumas enzimas de glicosilação humana nas mesmas (Gerngross and Wildt, 

2005). Esta é uma estratégia biotecnológica promissora para produção de 

proteínas terapêuticas e foi testada em P. pastoris, podendo ser útil também em K. 

lactis (Stefan and Tilllman, 2005). 

A disponibilidade de vetores autônomos ou integrativos para transformação 

de K. lactis favorece seu potencial para síntese de proteínas heterólogas.  Ambos 

possuem vantagens e desvantagens inerentes à suas características. Por 

exemplo, os vetores epissomais podem apresentar um alto número de cópias por 

célula, mas, por outro lado podem ser bastante instáveis na ausência da seleção. 

Ao contrário, os vetores integrativos conferem maior estabilidade na ausência da 

seleção, mas, são usualmente mantidos em baixo número de cópias. 
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Os vetores epissomais mais utilizados para expressão de proteínas 

heterólogas em K lactis são derivados do plasmídeo pKD1 proveniente da 

levedura Kluyveromyces drosophilarum (Falcone et al., 1986; Chen et al., 1986). 

Esse plasmídeo é muito semelhante ao plasmídeo 2 m de S. cerevisiae em 

relação à estabilidade, estrutura e número de 60 a 80 cópias por célula (Chen et 

al., 1996; Hsieh & DA Silva, 1998). Esse número de cópias do vetor por célula, é 

reportado ser reduzido para 20, quando na presença de genes heterólogos 

(Morlino et al, 1999). A instabilidade potencial dos vetores epissomais pode causar 

problemas para a expressão de algumas proteínas heterólogas, especialmente em 

escala industrial onde as células estão sujeitas a cultivos por períodos 

prolongados na ausência de seleção. 

Os vetores integrativos, por sua vez, são construídos de modo que 

apresentem regiões homólogas à região do cromossomo da K. lactis para 

direcionar a inserção do cassete de expressão por recombinação homóloga no 

genoma. As integrações direcionadas no genoma de S. cerevisiae apresentam 

100% de eficiência utilizando segmentos de DNA com menos de 40 pb de DNA 

homólogo. Entretanto, em K. lactis, integrações direcionadas, dependendo do 

locus, têm sido menos eficientes, chegando a apresentar apenas 1-2% de 

eficiência em alguns casos (Stark & Milner, 1989; Zeeman et al.,1998; Zeeman & 

Steensma, 2003; Colussi et al., 2005). A eficiência de integração no locus LAC4 é 

de 90%, normalmente (Albert et al., 2006). Dessa forma, o promotor LAC4, que 

controla a transcrição do gene da -galactosidase em K. lactis, e cuja indução por 

lactose e galactose tem sido bem documentada, é introduzido na construção de 

vetores para direcionar a inserção do gene de interesse no locus LAC4 de K. lactis 

(Van den Berg et al., 1990; Swinkels et, al., 1993).  

Outros promotores também foram testados. Alguns provenientes de S. 

cerevisiae, constitutivos como o do gene da fosfoglicerato quinase (PGK), outros 

induzíveis como o que controla a transcrição do gene da fosfatase ácida (PHO5). 

Entre os promotores induzíveis testados, além do promotor LAC4, está o promotor 

nativo de K. lactis KlADH4, induzido por etanol e que controla a transcrição do 

gene da álcool desidrogenase (Saliola et al., 1999). 



 8 

Recentemente, Colussi & Taron (2005) desenvolveram um vetor integrativo 

de expressão e secreção de proteínas heterólogas, pKLAC1, cuja integração 

ocorre no locus do promotor LAC4. Esse sistema é promissor, embora mais 

estudos referentes à sua aplicação na produção de proteínas e peptídeos em 

escala industrial sejam necessários.  

Todos os aspectos relatados reforçam o interesse e potencial da levedura 

K. lactis como hospedeira na expressão de proteínas e enzimas, tanto para a 

indústria de alimentos quanto para expressão de proteínas terapêuticas para a 

indústria farmacêutica. Contudo, ainda não se tem relatos sobre a utilização desta 

levedura para a produção de peptídeos sintéticos com função imunogênica ou 

vacinal. A utilização de um sistema biológico, como alternativa à síntese química 

para a produção de tais peptídeos, seria uma estratégia interessante. 

A vacinação começou a ser amplamente utilizada após o sucesso de 

Pasteur e Jenner, dois dos primeiros cientistas que obtiveram sucesso no controle 

de doenças por meio de vacinas, como por exemplo, a raiva. Várias doenças 

passaram a ser controladas, sendo que um grande triunfo aconteceu na década 

de 70, quando uma campanha mundial de vacinação praticamente erradicou a 

varíola - doença que atingia de 10 a 15 milhões de pessoas (Behbehani, 1983). 

Coube a Louis Pasteur lançar as bases metodológicas do preparo de vacinas. 

Sucessivamente, vários novos produtos foram descritos como as vacinas contra a 

cólera aviária, o carbúnculo e a raiva, pelo próprio Pasteur, e a vacina contra a 

difteria, por Roux e Yersin, esta última utilizando não a bactéria total, mas sim a 

toxina por ela produzida, e que em laboratório era tornada não-patogênica por 

ação de agentes químicos como o formol (Silverstein et al., 1981). 

No final do século dezenove, foram obtidas ainda as vacinas contra a febre 

tifóide, peste e cólera, assinalando-se que, até então, todas as vacinas usadas 

eram inativadas, ou seja, continham microrganismos mortos ou seus produtos 

modificados pela ação de agentes químicos ou físicos (Baxby et al., 1979). 

A resposta do organismo às vacinações e às doenças naturais começou a 

ser entendida igualmente ao final do século dezenove, quando se reconheceu a 

existência das duas faces da resposta imune, quais sejam, a formação de 
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anticorpos (resposta humoral) e a imunidade ligada a células (imunidade celular) 

(Silverstein et al., 1981). O entendimento dos fenômenos imunológicos envolvidos 

na resposta às infecções e à aplicação de vacinas e soros imunes possibilitou o 

surgimento de novas possibilidades de se obter resposta imune. Dentre estas, 

destacam-se o preparo de peptídeos sintéticos, reproduzindo as estruturas dos 

antígenos contidos nos microrganismos e as técnicas de DNA-recombinante. 

Estas novas técnicas surgiram em função da necessidade de se obter vacinas 

contra vários agentes, tais como o vírus do HIV, o agente da hanseníase, 

Chlamydia e protozoários, para os quais os métodos de preparo de vacinas até 

então utilizados não produziram resultados satisfatórios.  

Os peptídeos sintéticos produzidos quimicamente são seqüências de 

aminoácidos construídas e derivadas de uma ou várias proteínas com 

características claramente imunogênicas. O grande interesse na utilização de 

peptídeos sintéticos decorre com a capacidade de simulação dos sítios 

antigênicos ou dos receptores protéicos, e da qual provém a seqüência 

aminoacídica do peptídeo (Patarroyo 1994). Esta nova geração de vacinas tem 

sido estimulada devido aos estudos de predição computacional, baseados na 

estrutura primária e nas características bioquímicas das proteínas para 

identificação de possíveis sítios antigênicos em vírus, bactérias, parasitas e 

células neoplásicas (Spouge et al., 1987). 

Os resultados obtidos com a aplicação desta nova classe de vacinas foram 

bastante variáveis, de acordo com o agente estudado, e uma extensa literatura 

acumulada ao longo dos anos demonstra os problemas surgidos e as possíveis 

soluções. Dentre as dificuldades, podem ser destacadas a presença de estruturas 

espaciais nas proteínas, de difícil reprodução em laboratório; a presença de 

carboidratos como elementos estruturais essenciais em muitas glicoproteínas de 

origem viral e a necessidade de incluir na possível vacina vários segmentos 

indutores de resposta humoral e celular, o que pode tornar inviável o produto pelo 

alto custo. Uma possível solução para alguns destes problemas seria a utilização 

da tecnologia do DNA recombinante e a produção dos peptídeos via 

microrganismos. 
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A vacina contra a hepatite B é o exemplo único, até o momento, de um 

imunizante humano de largo uso, preparado através de técnicas de biologia 

molecular, com a expressão em leveduras de um segmento do genoma viral, 

responsável pela formação de anticorpos no indivíduo. Com o advento deste 

produto, eliminou-se na maioria dos países, inclusive no Brasil, a utilização da 

vacina pioneira contra a hepatite B, preparada a partir do plasma de indivíduos 

portadores do vírus.  

Um peptídeo de importância para a agropecuária e que, atualmente, ainda 

é produzido apenas quimicamente, é o imunógeno SBm 74621 anti-carrapato 

Rhiphicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887). Esse composto é uma 

vacina desenvolvida a partir da seqüência da proteína intestinal de B. microplus 

denominada Bm 86, capaz de reduzir em média 80% de carrapatos (Patarroyo et 

al., 2002).  

O carrapato R. (Boophilus) microplus é um ectoparasita hematófago 

originário da Ásia, cujo principal hospedeiro é o bovino. Encontram-se amplamente 

distribuído nos grandes rebanhos bovinos da América, África, Ásia e Oceania, 

sendo um dos principais parasitas que afetam a pecuária destas áreas, incluindo o 

Brasil (Johnston et al., 1986). 

O B. microplus acarreta diversos danos econômicos (Horn et al., 1985), 

tornando-se o principal alvo de programas de controle e erradicação nos rebanhos 

da América do Sul (Nari A., 1995). Este parasita é responsável por grandes perdas 

na produção de leite e carne (Sutherst et al., 1983) e danos no couro causados 

por reações inflamatórias nos locais de fixação do carrapato (Seifert et al., 1968). 

Pode atuar como vetor de doenças, como a Tristeza Parasitária Bovina, causada 

por protozoários do gênero Babesia e pela rickéttsia Anaplasma marginale 

(Gonçalves et al., 1999; Young et al., 1986). Além disso, existem diversos 

prejuízos relacionados à mão-de-obra necessária para o controle desse parasita 

como despesas com instalações, compra de equipamentos adequados para 

aplicação de carrapaticida nos rebanhos e aquisição de carrapaticidas (Cordovés, 

1999). 

1 Pedido de patente Nacional = PI 0001717-5. Pedido de Patente Internacional = PCT/BR01/00057 
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Estudos realizados na Austrália, calculam uma perda anual de 4 milhões de 

dólares na criação de gado, 49% desta perda devido aos custos do controle do 

carrapato e 51% devido a perdas na produção de leite, carne e couro (Jonsson et 

al., 2000). 

O controle de carrapatos está centrado, atualmente, no uso de pesticidas 

das mais variadas bases químicas. O alvo desses compostos químicos, em geral, 

é o sistema nervoso do ectoparasito. Recentes pesquisas propõem o uso de 

ectoparasiticidas, tendo como objetivo, afetar os mecanismos reguladores do 

crescimento, neuropeptídeos e o sistema neuroendócrino (Taylor, 2001).   

O uso indiscriminado de acaricidas, e muitas vezes sem critérios técnicos, 

levou a uma pressão de seleção, culminando na aquisição de resistência 

(processo irreversível) por parte dos parasitas aos mais diversos grupos químicos. 

Resistência a acaricidas é o maior obstáculo à produção pecuária. A definição de 

resistência, segundo Sangster (2001), é a habilidade de um parasita sobreviver a 

doses de droga que, normalmente, mataria espécies iguais e no mesmo estágio 

de desenvolvimento, sendo que esse é um processo relacionado com fatores 

genéticos, biológicos e operacionais. Existem vários tipos de mecanismos de 

resistência para cada classe de acaricida. Mutação no local alvo do acaricida 

representa o principal mecanismo de resistência observado, mas há exemplos de 

mecanismos metabólicos (Baxter e Barker, 1998; Foil et al., 2004). 

Este problema de resistência, aliado ao alto custo dos produtos químicos e 

da mão-de-obra na aplicação dos produtos, assim como o aparecimento de 

resíduos tóxicos na carne e no leite e a contaminação do ambiente, levou à 

procura de novos métodos como formas alternativas de controle do carrapato 

(Nolan, 1985, Pruett, 1999). Os controles biológicos e imunológicos constituem 

parte de programas de controle integrado de ectoparasitas, que ainda exigem a 

utilização de produtos químicos para maior estabilidade operacional (Pruett, 1999). 

Os controles biológicos incluem a seleção de raças menos sensíveis ao 

carrapato; cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivência das fases de vida 

livre (Farias et al., 1986; Sutherst et al., 1982); ação de predadores naturais, como 

a garça vaqueira Egretta ibis (Alves et al., 1983) e formigas (Gonzáles, 1975). 
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O controle de ectoparasitas por meio de vacinação tem sido estudado nas 

últimas cinco décadas. Vacinas anti-carrapatos tem uma vantagem potencial sobre 

outras formas de controle de carrapatos, que é a possibilidade de ser usada sobre 

qualquer animal e em qualquer lugar do mundo, dependendo exclusivamente do 

sistema imunológico do hospedeiro. Não há período de carência para produtos 

derivados de animais vacinados, fazendo-se adequado para uso em rebanhos 

leiteiros (Frisch, 2000). 

A fabricação de vacinas e seu registro requerem muitas etapas e decisões 

feitas por especialistas que interagem em seus estudos. A questão central está no 

controle da qualidade de seu desenvolvimento, de sua produção, armazenamento 

e uso. É um contínuo processo que envolve desde avanços tecnológicos ao 

marketing comercial, passando pela identificação e boa caracterização de 

antígenos protetores; determinação do processo de uma viável produção 

comercial do antígeno; a formulação desses antígenos mais adjuvantes como uma 

vacina capaz de fornecer uma resposta imunológica apropriada e sustentável; a 

validação do protótipo no campo (Nalin, 2002). 

Para o desenvolvimento de uma vacina é necessário a identificação de 

proteínas capazes de induzir uma resposta imune protetora e conhecimento dos 

mecanismos de resposta imunológica do animal. A identificação de antígenos 

protetores para bovinos contra o R. (B.) microplus é crescente visto o impacto 

econômico e as dificuldades encontradas no controle desse parasita. São 

pesquisados antígenos larvais; antígenos das glândulas salivares (64TRP); 

precursores de enzimas proteolíticas; proteínas intestinais (Bm 91, Bm 86, Bm 

A7); a vitelina e outras glicoproteínas dos ovos dos carrapatos (BYC); a 

calreticulina, entre outras (Willadsen et al., 1996; Andreotti et al., 2002; De La 

Fuente e Kocan, 2003; Singh e Ghosh, 2003; Da Silva Vaz Jr. et al., 2004; Trimnell 

et al., 2005; Pruett et al., 2006; Leal et al., 2006a e 2006b). 

Willadsen et al. (1989) isolaram uma glicoproteína, de 89.000 Da de massa 

molecular e ponto isoelétrico entre 5,1 a 5,6, da membrana intestinal de uma 

amostra de R. (B.) microplus australiana (Yeerongpilly) e denominaram essa 

proteína de Bm 86, estando presente em larvas, ninfas e adultos. Oliveira (1998) 
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determinou que a Bm 86 se localiza, mais precisamente, nas microvilosidades da 

membrana das células epiteliais do intestino, sendo altamente concentrada 

próximo à membrana basal. É uma molécula de 650 aminoácidos com potenciais 

sítios de glicosilação. O gene bm86 possui 2225 pares de nucleotídeos. 

Em 1994, na Austrália, foi liberada a primeira vacina comercial contra o R. 

(B.) microplus, utilizando clonagem do gene bm86 em Escherichia coli e produção 

da proteína recombinante Bm 86 (rBm 86), recebendo o nome de TickGARD® 

(Hoeschst Animal Health, Austrália) e subsequentemente denominada TickGARD 

Plus®  (Smith et al., 1995; Willadsen, 1997). Com as bases do mesmo antígeno foi 

formulada em Cuba a vacina Gavac® (Heber Biotec AS, Havana, Cuba) e Gavac 

Plus®, porém essa rBm 86 foi produzida em Pichia pastoris (García-García et al., 

1998). Todas estas vacinas foram desenvolvidas baseando-se na estrutura 

completa da proteína Bm 86. 

A primeira ocorrência da utilização de peptídeos sintéticos, para elicitar 

proteção imunológica contra carrapatos, foi feita por Sharp et al. (1990). Em seu 

trabalho foram sintetizados e purificados quatro oligopeptídeos desenvolvidos a 

partir de cálculos preditivos da seqüência de aminoácidos da glicoproteína Bm 86. 

Três desses peptídeos foram conjugados com proteínas carreadoras e inoculados 

em coelhos e bovinos para produção de anti-soro. Todos os anticorpos foram 

capazes de reconhecer a proteína Bm 86 e a rBm 86 pela técnica de Western 

blotting. Entretanto, apenas um anti-soro produzido foi capaz de reconhecer a Bm 

86 nativa no teste de imunofluorescência indireta. 

Baseando-se no fato de que a estrutura primária determina a estrutura 

terciária, alguns pesquisadores desenvolveram modelos matemáticos que levam 

em consideração algumas propriedades das proteínas como antigenicidade (Hoop 

e Woods, 1981); potencialidade de alfa e beta hélice (Chou e Fasman, 1978); 

hidrofobicidade e hidrofilicidade (Kyte e Doolittle, 1982) para predição de possíveis 

sítios imunogênicos da proteína integra. 

Fazendo-se uso dessas ferramentas matemáticas, pesquisadores do 

Laboratório de Biologia e Controle de Hematozoários e 

Vetores/BIOAGRO/Departamento de Veterinária/ Universidade Federal de Viçosa 
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 MG desenharam três seqüências peptídicas denominadas 4822 (aa 398  411), 

4823 (aa 21  35) e 4824 (aa 132  145) a partir da proteína Bm 86. Os números 

dos peptídeos foram dados de acordo com sua catalogação no livro de seqüências 

do Instituto de Inmunologia Del Hospital San Juan de Dios em Bogotá  Colômbia, 

onde foram sintetizados. A junção das seqüências de aminoácidos dos três 

peptídeos 4822  4824  4823, nesta ordem, deu origem ao antígeno vacinal SBm 

7462 com 43 aminoácidos, e com duas cisteínas no C- e N- terminais. O peptídeo 

SBm 7462 foi testado e mostrou ser uma alternativa promissora para o controle do 

carrapato B. microplus. Contudo, como mencionado anteriormente, este peptídeo 

é obtido apenas por síntese química sendo de interesse avaliar processos 

alternativos como a síntese biológica via microrganismos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratórios de Fisiologia de 

Microrganismos e Biologia e Controle de Hematozoários do Instituto de 

Biotecnologia Aplicada à Agropecuária / BIOAGRO, Universidade Federal de 

Viçosa / UFV. 

 

 

3.1. Microrganismos e condições de cultivo 

 

A linhagem de levedura utilizada como hospedeira foi a linhagem selvagem 

de K.lactis CBS2359. Esta linhagem pertence à coleção de culturas do Laboratório 

de Fisiologia de Microrganismos/Departamento de Microbiologia/ BIOAGRO/UFV. 

O meio de cultura para manutenção e ativação das culturas de leveduras foi 

o YPD (10 g·L-1 extrato de levedura, 20 g·L-1 peptona e 20 g·L-1 glicose). A seleção 

de transformantes foi realizada em Yeast Carbon Base (YCB, Laboratórios Difco®, 

Detroit, EUA) ágar suplementado com 5 mM de acetamida. O meio utilizado para 

obtenção de biomassa das linhagens recombinantes foi o YPG (10 g·L-1 extrato de 

levedura, 20 g·L-1 peptona e 20 mL·L-1 glicerol). A indução da produção do 

imunógeno foi realizada em meio Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado com 

40 g·L-1 de lactose. 

Escherichia coli DH5  foi utilizada para a amplificação dos vetores durante 

a recuperação das seqüências que codificam os peptídeos vacinais bem como o 

vetor pKLAC1 contendo as seqüências de interesse. Para o cultivo da E.coli, 

utilizou-se o meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989). 
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3.2. Plasmídeos e seqüências de nucleotídeos que codificam os imunógenos 

SBm37462 e SBm 7462 

 

As seqüências de nucleotídeos que codificam os antígenos vacinais foram 

desenhadas a partir da seqüência primária do peptídeo SBm 7462 considerando 

os códons preferenciais para leveduras (Figura 1). A seqüência de nucleotídeos 

denominada seqüência 1 constitui uma ORF (Open reading frame) de 429 pares 

de base que codifica o SBm 7462 repetido três vezes (SBm37462), um após o 

outro, sem códon de parada entre eles. A seqüência 4, por sua vez, representa o 

SBm 7462 uma única vez e apresenta-se como uma ORF de 162 pares de base. 

Essas seqüências foram sintetizadas e clonadas no vetor pSC-A (Figura 2). Esta 

construção foi gentilmente cedida pelo professor Joaquin Hernán Patarroyo 

Salcedo do Departamento de Veterinária/BIOAGRO/UFV- Viçosa, MG. 

O vetor pCR ®2.1-TOPO® (Invitrogen) foi utilizado nas manipulações das 

seqüências e o vetor pKLAC1 (New England Biolab ) na construção do cassete de 

integração. 

 

Seqüência 01 
Número total de aminoácidos: 145, MW=16352  
 
1         CTCGAGGAAAAGAAGAGAGAAGCAGAAGCTTGTCTTAGCAAGCATGTTCTAAGGAAGTTA 
1          L  E  E  K  K  R  E  A  E  A  C  L  S  K  H  V  L  R  K  L   
 
61        CAAGCTTGCGAACACTGTGATTGTGGAGAATGGGGAGCTATGAACATGACGACAAGATCA 
21         Q  A  C  E  H  C  D  C  G  E  W  G  A  M  N  M  T  T  R  S   
 
121       TCGATTTGCTCAGATTTCGGTAACGAGTTTTGCAGAAACGCTTGTTTGTCCAAGCATGTC 
41         S  I  C  S  D  F  G  N  E  F  C  R  N  A  C  L  S  K  H  V   
 
181       TTGAGGAAGTTGCAAGCTTGTGAACACTGTGATTGTGGTGAATGGGGTGCTATGAACATG 
61         L  R  K  L  Q  A  C  E  H  C  D  C  G  E  W  G  A  M  N  M   
 
241       ACAACCAGATCCTCTATATGCTCTGATTTCGGTAACGAGTTTTGTAGGAACGCATGCCTT 
81         T  T  R  S  S  I  C  S  D  F  G  N  E  F  C  R  N  A  C  L   
 
301       TCTAAGCATGTCCTTAGAAAGCTTCAAGCATGTGAGCATTGTGACTGTGGAGAATGGGGT 
101        S  K  H  V  L  R  K  L  Q  A  C  E  H  C  D  C  G  E  W  G   
 
361       GCAATGAACATGACTACTAGATCCAGTATCTGTTCCGATTTCGGAAACGAATTTTGTAGA 
121        A  M  N  M  T  T  R  S  S  I  C  S  D  F  G  N  E  F  C  R   
 
421       AACGCTTGTTAAGAATTC  
141        N  A  C  *     



 17 

Seqüência 04 
Número total de aminoácidos: 56, MW=6364  
 
1         CTCGAGGAAAAGAGAGAAGCAGAAGCTTGTCTTAGCAAGCATGTTCTAAGGAAGTTACAA 
1          L  E  E  K  R  E  A  E  A  C  L  S  K  H  V  L  R  K  L  Q   
 
61        GCTTGCGAACACTGTGATTGTGGAGAATGGGGAGCTATGAACATGACGACAAGATCATCG 
21         A  C  E  H  C  D  C  G  E  W  G  A  M  N  M  T  T  R  S  S   
 
121       ATTTGCTCAGATTTCGGTAACGAGTTTTGCAGAAACGCTTGTTAAGAATTC 
41         I  C  S  D  F  G  N  E  F  C  R  N  A  C  *   
 

Figura 1 - Seqüências de nucleotídeos que codificam os peptídeos SBm 7462 e 
SBm37462. As seqüências foram desenhadas a partir da seqüência de 
aminoácidos do peptídeo SBm 7462 considerando os códons preferenciais de 
leveduras. Seqüência 1 codifica três cópias do peptídeo SBm 7462 e a seqüência 
4 codifica uma única cópia do SBm 7462. * códon de parada. 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 2  Mapa do plasmídeo pSC-A. As seqüências 1 e 4 foram construídas a 
partir de nucleotídeos purificados por HPLC e PAGE. Os fragmentos de DNA 
foram clonados no pSC-A. 
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3.3. Obtenção dos fragmentos de DNA que codificam os imunógenos 

SBm37462 e SBm 7462  

 
As seqüências de nucleotídeos codificadoras dos imunógenos SBm37462 e 

SBm 7462, seqüências 1 e 4 respectivamente, foram obtidas por meio da digestão 

do DNA plasmidial  (pSC-A) com as endonucleases de restrição Xho I e EcoR I.  

Após a clivagem, a mistura de reação foi submetida à eletroforese em gel 

de agarose 2% (p/v) em tampão TBE (90 mM Tris borato, 2 mM EDTA, pH 8,0) 

contendo brometo de etídeo (20 ng·mL-1). Com o auxílio do padrão de tamanho 

molecular 1kb DNA Ladder Plus (Invitrogen), dois fragmentos de DNA foram 

detectados: um com cerca de 438 (seqüência 1) e outro com 171 (seqüência 4) 

pares de bases (pb), confirmando a liberação das seqüências de nucleotídeos que 

codificam os imunógenos. Estes fragmentos de DNA foram purificadas a partir do 

gel de agarose utilizando o Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Após o processo 

de purificação, as seqüências foram submetidas à reação de ligação com o vetor 

pCR ®2.1-TOPO® (Invitrogen) utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). 

Células de E. coli DH5  foram transformadas com a mistura de reação e 

incubadas em meio LB ágar suplementado com ampicilina (50 g·mL-1) para a 

triagem das colônias recombinantes. O método de transformação de E. coli 

utilizado foi o método de choque térmico segundo Inoue et al., 1990. Foram 

adicionados 10 L da reação de ligação a uma alíquota de 100 L de células 

ultracompetentes de E. coli DH5 , mantida a 0 ºC, por 30 minutos. Após o choque 

térmico de 2 minutos, a 42 ºC, 1 mL de meio LB foi adicionado, incubando-se por 

1 hora, a 37 ºC e sob agitação de 150 rpm. As células foram concentradas por 

centrifugação, ressuspendidas em 100 L de meio LB, espalhadas em placas 

contendo LB e ampicilina 50 g·mL-1 e incubadas a 37 ºC, para seleção dos 

transformantes. 

Colônias isoladas foram inoculadas em 15 mL de caldo LB seletivo (50 

·mL-1 de ampicilina) e, após incubação a 37 ºC, sob agitação orbital de 180 rpm 

por cerca de 16 horas, foram realizadas extrações do DNA plasmidial. As 

extrações de DNA plasmidial seguiram o método de lise alcalina descrita por 
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Sambrook et al.,1989. Os plasmídeos extraídos foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose 2% (p/v), após reações de clivagem com as enzimas Xho I e 

EcoR I para averiguação de quais deles apresentavam o inserto desejado. 

 

 

3.4. Estratégia de clonagem das seqüências 1 e 4 no vetor pKLAC1 e 

confirmação da clonagem 

 
Os plasmídeos pCR ®2.1-TOPO®, contendo os insertos de interesse, foram 

submetidos à reação de clivagem com as endonucleases de restrição Xho I e Kpn 

I para liberação das seqüências 1 e 4. A mistura de reação foi fracionada por 

eletroforese em gel de agarose 2% (p/v). Os fragmentos de DNA de interesse 

foram novamente purificados a partir do gel de agarose conforme mencionado no 

item 3.3. Após a purificação, as seqüências 1 e 4 foram submetidas à reação de 

ligação com o plasmídeo pKLAC1 (New England Biolab ) (Figura 3), clivado com 

as respectivas enzimas. Para a reação de ligação utilizou-se a enzima T4 DNA 

ligase (Invitrogen). 

Células de E. coli , pelo método de choque 

térmico (Inoue et al., 1990), com os plasmídeos construídos. As colônias 

transformantes foram selecionadas em meio LB ágar suplementado com 50 

g·mL-1 de ampicilina. Colônias isoladas foram inoculadas em 15 mL de caldo LB 

seletivo (50 ·mL-1 de ampicilina) e incubadas a 37ºC, sob agitação orbital de 180 

rpm por cerca de 16 horas, quando então procedeu-se a extração do DNA 

plasmidial. 
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Fonte: New England Biolab 

 

Figura 3 - Mapa de restrição do plasmídeo pKLAC1 (New England Biolabs). Os 
sítios utilizados para a clonagem estão indicados por setas. 

 
 

 
Os plasmídeos pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4 foram submetidos à reação 

de clivagem com endonucleases de restrição Xho I e Kpn I. Os produtos da reação 

foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/V) a 80 volts por 

cerca de 60 minutos. 

Os plasmídeos foram seqüenciados para confirmação da clonagem. O 

seqüenciamento do DNA foi realizado pelo método de terminação de cadeia por 

didesorribonucleotídeos (Sanger et al., 1977) utilizando o seqüenciador MegaBace 

(Amersham Biosciences). Os oligonucleotídeos utilizados foram: #S1275S - 

Mating Factor e #S1276S pKLAC1 Reverse. As seqüências foram comparadas 
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com as seqüências originais utilizando-se o programa Blast (Basic Local Alignment 

Search Tool), na página do National Center for Biotechnology Information 

(www.ncbi.nlm.nlh.gov/blast/ acessado em 25 de maio de 2007, às 17:15) 

 

 

3.5. Transformação de linhagens de K. lactis CBS2359 com os plasmídeos 

pKLAC1-seq1, pKLAC1-seq4 e vetor vazio 

 

A levedura K. lactis CBS2359 foi transformada pelo método de acetato de 

lítio (LiOAc), de acordo com Hill et al. (1991), com o cassete de integração obtido 

por meio da digestão das construções com a enzima de restrição SacII (Figura 4). 

As leveduras recombinantes foram selecionadas em meio YCB ágar contendo 

5mM de acetamida como única fonte de nitrogênio, 30mM tampão fosfato de sódio 

pH 7,0. 

 

 

Figura 4 - Cassete de integração no promotor LAC4. Esse cassete foi obtido 
mediante clivagem do plasmídeo pKLAC1-seq 1 e pKLAC1-seq4 com a enzima de 
restrição SacII. Ele contém a seqüência de nucleotídeos de interesse e o gene 
marcador amdS, que codifica acetamidase.  

 

http://www.ncbi.nlm.nlh.gov/blast/
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3.6. Confirmação do local de inserção do cassete de integração no genoma 

de K. lactis CBS2359 

 

Para extração do DNA total, leveduras recombinantes e leveduras controle 

foram cultivados em 5 mL de YPD à 30 C com uma agitação de 200 rpm por 16 

horas. Em seguida, 1,5 mL da cultura foram transferidos para um microtubo e 

centrifugados a 13000 g por 5 segundos. Os sedimentos de células foram 

ressuspendidos em 400 L do tampão de extração (Triton 100X, SDS 10% (p/v), 

1M NaCl, 1M EDTA pH 8) e adicionados 200 L de fenol-clorofórmio e 0,3 gramas 

de partículas de vidro (0,45 mm de diâmetro). As células foram lisadas quando 

submetidas ao vortex por 2 minutos. Em seguida, centrifugadas a 13000 g por 10 

minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo. O DNA total foi 

precipitado utilizando 1/10 de volume de 5M de acetato de potássio e 2 volumes 

de etanol refrigerado, incubado por 2 minutos a temperatura ambiente. Após 

centrifugação a 13000 g por 10 minutos, o DNA total foi lavado com 1 mL de 

etanol 70% (v/v) e ressuspendido em 20 L de água ultra pura autoclavada. 

A partir do DNA total da levedura, foi realizada amplificação por Reação da 

Polimerase em Cadeia (PCR), utilizando os seguintes oligonucleotídeos: 

oligonucleotídeo 1 - , oligonucleotídeo 2 - 

5´ATCATCCTTGTCAGCGAAAGC3 - 

5´CAGTGATTACATGCATATTGT3´. 

A reação de amplificação consistiu de 30 ciclos de incubações sucessivas a 

95º C por 30 segundos, 60º C por cerca de 30 segundos e a 72º C por 120 

segundos e uma incubação final a 72º C por 10 minutos.  

A verificação de linhagens com múltiplas cópias do cassete de integração 

foi realizada pela combinação dos oligonucleotídeos 2 e 3, que resultaria em uma 

banda de 2,3 kb enquanto a integração única seria confirmada pela presença de 

uma banda de aproximadamente 2,0 kb, resultado da amplificação com os 

oligonucleotídeos 1 e 2 (Figura 5). 
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Os fragmentos de DNA foram visualizados em gel de agarose 1,5% (p/v) 

submetido a uma diferença de potencial de 80 volts por cerca de 60 minutos, 

utilizando padrão de tamanho molecular 1kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Esquema do método utilizado para confirmação do local e o número de 
inserções do cassete de expressão no genoma de K. lactis2359. Uma única 
integração pode ser detectada por PCR utilizando Oligonucleotídeos de integração 
1 e 2 para amplificar um fragmento de DNA de 1,9 Kb (A), enquanto integração de 
mais de um cassete pode ser detectado utilizando Oligonucleotídeos de 
integração 2 e 3 para amplificar um fragmento de DNA de 2,3 Kb (B). 
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3.7. Avaliação da estabilidade dos recombinantes e averiguação da 

expressão dos peptídeos vacinais 

 

Para avaliar a estabilidade genética dos recombinantes, os mesmos foram 

transferidos para o meio YPD ágar (10 g·L-1 extrato de levedura, 20 g·L-1 peptona, 

20 g·L-1 glicose, 20 g·L-1 Ágar) e incubados a 30 C até o surgimento de colônias 

isoladas. Em seguida, cinco colônias de cada transformante foram 

sucessivamente transferidas para meio completo não seletivo, YPD, em um total 

de cinco passagens. A cada passagem as placas foram incubadas a 30 C por 72 

horas. No final da quinta passagem, as colônias foram transferidas para meio 

seletivo (YCB contendo 5 mM de acetamida) e incubadas a 30 ºC por mais 72 

horas. 

Os transformantes foram submetidos a um ensaio de indução. Inicialmente, 

eles foram cultivados em meio YPGlicerol ágar por três dias a 30 ºC e transferidos 

para meio YPLactose ágar (10 g·L-1 extrato de levedura, 20 g·L-1 peptona, 20 g·L-1 

lactose, 20 g·L-1 Ágar), meio de indução. Decorridos dois dias de incubação a 30 

ºC, uma membrana de nitrocelulose 0,22 m foi colocada sobre as colônias que 

foram incubadas por mais dois dias a 30 ºC.  

A membrana foi bloqueada com tampão salina fosfato (PBS) 0,05 M pH7,6 

contendo 0,5% (v/v) de Tween 20 (PBS-T) por 30 minutos. Para revelação dos 

peptídeos transferidos para a membrana foram utilizados os seguintes soros: soro 

de coelho primário contendo Ig-G anti-SBm 7462 (1/100) e soro de coelho primário 

contendo Ig-G contra cabra (1/100). Cada membrana foi imersa em um dos soros 

primários permanecendo sob agitação por 2 horas, à temperatura ambiente. Em 

seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com tampão PBS-T e incubadas 

por 1 hora à temperatura ambiente com solução de anticorpo secundário reativo 

contra o primeiro: Ig-G de cabra Anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase 

(Sigma) a 1/5000. Logo após, cada membrana foi lavada 3 vezes em tampão 

PBS-T durante 5 minutos, sob agitação. Procedeu-se a revelação mediante a 

adição de solução contendo 0,01% (v/v) de água oxigenada (30 volumes), 

Tris/HCL 0,05 M pH7,6, Cloreto de Níquel (NiCl2) 0,3% (p/v) e diaminobenzidina 
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(DAB- Peroxidase Substrate Tablet Set  Sigma) 0,1% (p/v). Após 5 minutos, a 

reação foi interrompida por imersão das membranas de nitrocelulose em água 

ultra pura e depois, foram colocadas para secar entre folhas de papel de filtro.  

 

 

3.8. Extração do RNA total de K. lactis CBS2359 cultivada em YNB 

suplementado com lactose 

 

O RNA total de K. lactis foi extraído utilizando-se o Kit da QIAGEN  seguindo 

as recomendações do fabricante. Utilizou-se o protocolo de rompimento mecânico 

das células por partículas de vidro. As concentrações e o grau de pureza do RNA 

extraído foram determinados por espectrofotometria nos comprimentos de onda 

260 e 280 nm. 

As amostras foram tratadas com a enzima DNAse (Promega®). Para cada 

10 g de RNA, adicionou-se 10 l de tampão RQ1DNAse 10X (Promega®), 10 l 

de DTT 100mM, 1 U de RQ1 DNAse RNAse-free e água DEPC para completar o 

volume de 100 l. 

Em seguida cada tubo foi incubado a 37ºC, por 45 minutos em banho-

maria. Decorrido o tempo de incubação, adicionou-se 1 l da solução de RQ1 

DNase, destinada a interromper a reação. Incubou-se por 10 minutos a 65 ºC para 

inativar a DNase. 

    

   

3.9. Síntese de cDNA por RT (Transcriptase Reversa)-PCR (Reação em 

Cadeia de Polimerase) 

 

Para síntese da primeira fita de cDNA (ácido desoxirribonucléico 

complementar) utilizou-se o Kit  SuperSc -Strand Synthesis para RT-

PCR (Invitrogen®) em termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). Na 

primeira etapa, 5 g de RNA total foram adicionados a 1 l de oligo d(T) (10mM) 

com um volume de água DEPC suficiente para completar 12 l em tubos de 0,2 
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ml. A reação foi incubada a 70 ºC por 10 minutos e, posteriormente, a 4 ºC por 2 

minutos.  

Na segunda etapa, 7 l de uma mistura contendo 2 l do tampão RT 10X; 2 

l de MgCl2 (25 mM); 1 l de dNTP (10 mM) e 2 l de DTT (0,1 M) foram 

adicionados em cada tubo e incubados a 42 ºC por 5 minutos. Em seguida, 0,5 l 

(2,5 U) da enzima SuperScriptTM II RT foram adicionados em cada tubo. As 

misturas foram homogeneizadas e incubadas a 42 ºC por 50 minutos e a 70 ºC por 

15 minutos, finalizando com um banho de gelo por 2 minutos.  

Na última etapa da reação foi realizado um tratamento com 0,5 µl de RNAse 

H (10mM) por 20 minutos a 37ºC com a finalidade de degradar fitas simples de 

RNA. Após este tratamento, as amostras foram estocadas a 20 ºC em tubos de 

polipropileno de 1,5 ml até o momento do uso. 

A mistura de reação da PCR continha 1X do tampão de PCR 10X (100 mM 

Tris-HCl pH 8,4; 500 mM KCl); 2,5 mM de MgCl2; 0,3 mM de dNTPs; 2 l do 

cDNA; 2 U de Platinum® Taq DNA Polimerase e 0,4 M de cada  oligonucleotídeo 

em um volume final de 25 l. Os oligos utilizados para a detecção do transcrito 

foram os mesmos utilizados para o seqüenciamento. 

As reações de PCR foram definidas com uma temperatura inicial de 

desnaturação de 94 ºC por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 94 ºC por 1 minuto; 

57 ºC por 1 minuto e 72 ºC por 1 minuto para extensão das fitas pela Taq DNA 

polimerase. Ao final dos ciclos foi realizada uma extensão final de 7 minutos à 

72ºC. 

Ao término das reações, 4 l de tampão de amostra tipo IV (0,25% p/v de 

azul de bromofenol e 40% p/v de sacarose) foram adicionados em cada tubo, e 

aplicados em gel de agarose 1,5% (p/v). Foi utilizada uma voltagem de 100 volts 

em cuba de eletroforese horizontal. Padrão de tamanho molecular DNA Lambda 

(Promega) foi aplicado em uma das canaletas do gel para identificação dos 

fragmentos de DNA de interesse. 

 

 

 



 27 

3.10. Indução da expressão dos imunógenos SB3m7462 e SBm 7462 

 

Para avaliar a secreção de proteínas, as células de K. lactis CBS2359 

recombinantes foram cultivadas em YPGlicerol para obtenção de biomassa. A 

cultura foi centrifugada e o sedimento lavado com água peptonada 0,01% (p/v). As 

células foram ressuspendidas em meio de indução contendo 4 g·L-1 de lactose e 

cultivadas a 30 ºC sob agitação orbital de aproximadamente 200 rpm. A cada 24 

horas foram retiradas amostras. Estas foram centrifugadas e o sobrenadante 

guardado para posteriores análises de proteína total, atividade proteolítica, SDS-

PAGE e detecção do rSBm 7462. Paralelamente, foi conduzido um experimento 

de indução no qual, a cada 24 horas, era dado um pulso de uma solução de 

lactose 4% (p/v). 

 
 
 
 
 
3.11. Avaliação de Proteínas totais 
 

A determinação de proteína total foi realizada pelo método do ácido 

bicinconínico descrito por Smith, 1985. Os ensaios foram realizados em 

microplacas de ELISA. Estas foram submetidas à leitura em Leitora de 

Microplacas (Thermo Plate / TP-Reader), inicialmente vazias e posteriormente 

contendo as reações. A mistura de reação foi composta de 120 L da solução de 

trabalho (um volume de solução de sulfato de cobre penta hidratado e cinqüenta 

volumes de solução de ácido bicinconínico 1% p/v) e 60 L da amostra a ser 

analisada. Esta mistura foi incubada a 37º C por 30 minutos e mantida a 

temperatura ambiente por 20 minutos para resfriamento. Após este tempo, 

procedeu-se à leitura a 630 nm. O cálculo da quantidade de proteínas totais da 

amostra foi realizado mediante uma curva padrão construída com uma solução 

padrão de 2,0 g·L-1 de BSA (Bovine Serum Albumin). 
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3.12. Avaliação da atividade proteolítica no sobrenadante obtido pelo cultivo 

das linhagens recombinantes de K. lactis em meio de indução 

A atividade proteolítica foi determinada no extrato livre de células, 

utilizando-se azocaseína como substrato numa concentração de 1,0% (p/v), pH 

7,5. A atividade foi monitorada espectrofotometricamente a 440 nm, empregando-

se o método descrito por Kunitz 1947 e Ray et al., 1992. Para o ensaio, 100 L do 

sobrenadante da cultura foram adicionados a 200 L de azocaseína. A mistura de 

reação foi incubada por 12 horas a 30 ºC e, após este tempo, paralisada com 

ácido tricloroacético 10% (p/v) e mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. 

As amostras foram centrifugadas a 15000 g por 10 minutos e a leitura de 

absorvância efetuada a 440 nm. O branco da reação foi o meio de cultura não 

inoculado submetido ao mesmo procedimento. Uma unidade de atividade (U) foi 

definida como a absorvância obtida dividida pela concentração de proteínas totais 

em mg·L-1 por unidade de tempo.  

 
 
3.13. Avaliação das proteínas totais secretadas pelas linhagens 

recombinantes, e controle, por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 

(SDS-PAGE) 

 
Proteínas totais dos sobrenadantes das amostras coletadas durante a 

indução foram precipitadas com acetona e ressuspendidas em 0,2 mL de tampão 

de amostra [150mM Tris-HCl pH7, 6% -mercaptoetanol, 12% (p/v) Dodecil 

Sulfato de Sódio (SDS), 30% (v/v) glicerol e 0,05 (p/v) de Coomassie Blue G-250]. 

As amostras foram aquecidas a 100º C por 5 minutos e analisadas em gel de 

poliacrilamida 16% (T). Os géis foram preparados a partir de uma solução estoque 

de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida (bis) 55,5% (p/v), tampão Tris/HCl 3,0 

mol·L-1, pH 8,45; dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% (p/v) apenas no gel 

empilhador,  persulfato de amônio 10% (p/v), e N,N,N,N,-tetrametil-etilenodiamino 

(TEMED). A corrida eletroforética foi realizada à temperatura ambiente na 

presença de marcadores com padrão de massa molecular. Utilizou-se dois 
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diferentes tampões de corrida, um para o anodo (Tris/HCl 1,0 mol·L-1, 0,0225 L 

de HCl pH 8,9) e outro para o catodo (Tris/HCl 1,0 mol·L-1, tricina 1,0 mol·L-1, SDS 

0,1% (v/v); pH 8,25). O gel foi corado com Coomasie brilliant blue [50% (v/v) 

metanol, Coomasie brilliant blue 1g·L-1, 10% (v/v) ácido acético glacial] e 

descorados. 

A coloração pelo método de prata também foi realizada. O gel de 

poliacrilamida foi previamente fixado em solução de ácido acético 10% (v/v), 

acetado de amônio 100 mM e metanol 50% (v/v) por 60 minutos sob agitação. A 

seguir, foi lavado com água ultra pura por 3 vezes, 10 minutos cada e, então, 

incubado em solução de tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,005% (p/v) por 60 

minutos sob agitação. Na seqüência, o gel foi transferido para uma solução de 

nitrato de prata 0,1% (p/v) por 60 minutos. O gel foi lavado com água ultra pura 

por alguns segundos e colocado em solução redutora preparada com carbonato 

de sódio 2% (p/v) e formaldeído a 0,036% (v/v). Após revelação das bandas, o gel 

permaneceu em solução de 50 mM de EDTA para interromper a reação.  

 

 

3.14. Detecção de Glicoproteínas em Gel de Poliacrilamida  

 
A presença de glicoproteínas foi detectada pela coloração com o reativo 

Schiff, conforme a metodologia descrita por Kapitany & Zebrowski, 1973. Após a 

corrida eletroforética o gel foi imerso em solução fixadora de ácido tricloroacético 

12,5% (v/v) por 60 minutos sob agitação na ausência de luz, seguido de 3 

lavagens com água deionizada. O gel foi, então, colocado em solução a 1% (p/v) 

de ácido periódico (Sigma) preparado em ácido acético a 3% (v/v), por 2 horas. Ao 

final deste, o gel foi lavado em ácido acético a 15% (v/v) por 1 hora, imerso no 

reativo de Schiff por 2 horas na ausência de luz, sendo, posteriormente, lavado 

com solução de ácido acético a 7% (v/v) sob agitação constante.  
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3.15. Detecção do rSBm 7462 no sobrenadante da cultura das linhagens de 

K. lactis recombinantes 

 

As amostras foram analisadas em membrana de Polyvinylidene Difluoride 

(PVDF) 0,45 µm (Milipore Corp.). Para esta análise, foram aplicados, sobre a 

membrana, 200 L do sobrenadante da cultura concentrado 5 vezes. Esperou-se 

30 minutos para a membrana absorver a amostra que foi, em seguida, fixada com 

metanol por 3 minutos. A revelação foi realizada como descrito no item 3.7. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Construção do vetor de expressão pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4 
 

As seqüências de nucleotídeos 1 (430 pb ) e 4 (160 pb)  desenhadas a 

partir da seqüência primária de aminoácidos do peptídeo SBm 7462 foram obtidas 

mediante a clivagem do vetor pSC-A com as endonucleases de restrição XhoI e 

EcoRI (Figura 6A). Os fragmentos de DNA recuperados do gel de agarose foram 

subclonadas no vetor TOPO. A clonagem no TOPO foi útil para realizar as 

clivagens com as enzimas XhoI e KpnI necessárias à subseqüente clonagem no 

plasmídeo pKLAC1 (Figura 6B).  

As construções dos vetores de expressão pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4 

(Figura 7) foram confirmadas por meio da clivagem com as endonucleases XhoI e 

KpnI, o que resultou em fragmentos de DNA com tamanho esperado, 470 pb e 

200 pb,  para as seqüências 1 e 4 respectivamente (Figura 6C). O 

sequenciamento, dos vetores pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4, mostrou que o as 

seqüências foram clonadas em fase com a seqüência de nucleotídeos que codifica 

o peptídeo sinal -Mating Factor ( -MF) e que, a seqüência para o códon de 

parada, assim como para o sítio de clivagem da protease Kex, foram mantidas 

(Figura 8).  

A manutenção do sítio Kex, na junção entre o peptídeo sinal -MF e o N-

terminal da proteína de interesse, é importante para garantir o processamento do 

peptídeo sinal, o qual dirige a proteína para a via secretória. O sítio de clivagem da 

endonuclease de restrição XhoI, utilizada na clonagem, está localizado 

imediatamente upstream  da seqüência de nucleotídeos que codifica o sítio de 

clivagem da protease Kex. Dessa forma, qualquer gene clonado com a enzima 
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Xho

clivagem para Kex permitindo, assim, o processamento da pro-proteína no 

Complexo de Golgi. Na construção das seqüências 1 e 4 foi inserida a seqüência 

par

estudo foram sintetizadas considerando os códons preferenciais de leveduras, 

incluindo a seqüência para o códon de parada, TAA, mantido durante a clonagem 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

    

Figura 6  Eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) dos fragmentos de DNA 
obtidos durante a fase de construção do vetor de expressão integrativo pKLAC1-
seq1 e pKLAC1-seq4. (A) Plasmídeo pSC-A clivado com as endonucleases de 
restrição EcoRI e XhoI: pSC-A contendo seqüência 1 (1) e pSC-A contendo a 
seqüência 4 (2). (B) Plasmídeo TOPO clivado com as endonucleases de restrição 
XhoI e KpnI: TOPO contendo seqüência 4 (1), padrão de tamanho molecular 1Kb 
DNA Ladder Plus (Invitrogen) (2) e TOPO contendo a seqüência 1 (3).  (C) Vetor 
pKLAC1 clivado com as endonucleases de restrição XhoI e KpnI: pKLAC1 
contendo seqüência 4 (1), pKLAC1 contendo a seqüência 1 (2) e padrão de 
tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus (3). 
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Figura 7  Mapa do vetor de expressão pKLAC1-seq1 (A) e pKLAC1-seq4 (B). As seqüências 1 e 4 foram clonadas no 
vetor pKLAC1 utilizando os sítios de restrição das endonucleases XhoI e KpnI como descrito no Material e Métodos. O 
cassete de integração é obtido pela reação de clivagem com a enzima SacII. As seqüências envolvidas na recombinação 
homóloga do cassete no locus LAC4 estão indicadas. 
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ATG  AAA  TTC TCT ACT ATA TTA GCC GCA TCT ACT GCT TTA ATT TCC 
    M         K         F          S          T         I          L          A         A          S          T         A         L          I         S  
 

GTT GTT ATG GCT GCT CCA GTT TCT ACC GAA ACT GAC ATC GAC GAT 
     V        V        M         A          A         P         V          S          T          E          T          D          I          D         D 
 
CTT CCA ATA TCG GTT CCA GAA GAA GCC TTG ATT GGA TTC ATT GAC 
   L          P          I          S         V         P          E          E          A          L          I          G          F          I         D 
 
TTA ACC GGG GAT GAA GTT TCC TTG TTG CCT GTT AAT AAC GGA ACC 
   L         T          G          D         E          V         S          L         L          P         V         N         N         G          T 
 
CAC ACT GGT ATT CTA TTC TTA AAC ACC ACC ATC GCT GAA GCT GCT 
   H         T         G          I         L         F          L          N          T          T          I          A          E          A         A 
 
TTC GCT GAC AAG GAT GAT CTC GAG CTC GAG GAA AAG AAG AGA GAA 
   F         A         D         K          D          D         L          E          L          E        E          K           K         R         E   
 
                                                                    Sítio de XhoI                                           Sítio Kex 
 
GCA GAA GCT TGT CTT AGC AAG CAT GTT CTA AGG AAG TTA CAA GCT 
     A         E          A          C        L           S         K          H         V         L           R         K          L          Q        A 
 

TGC GAA CAC TGT GAT TGT GGA GAA TGG GGA GCT ATG AAC ATG ACG 
   C           E          H         C         D          C          G         E         W          G          A         M        N          M      T   
 
ACA AGA TCA TCG ATT TGC TCA GAT TTC GGT AAC GAG TTT TGC AGA 
    T          R          S           S          I          C         S          D         F          G         N          E          F         C        R   
 

AAC GCT TGT TTG TCC AAG CAT GTC TTG AGG AAG TTG CAA GCT TGT 
    N         A         C         L          S          K          H         V       L          R          K         L          Q         A        C   
 
GAA CAC TGT GAT TGT GGT GAA TGG GGT GCT ATG AAC ATG ACA ACC 
     E         H          C         D         C          G         E          W         G          A        M        N          M          T        T 
 

AGA TCC TCT ATA TGC TCT GAT TTC GGT AAC GAG TTT TGT AGG AAC 
     R         S          S          I          C          S         D         F         G          N         E          F          C         R        N   
 
GCA TGC CTT TCT AAG CAT GTC CTT AGA AAG CTT CAA GCA TGT GAG 
     A         C         L         S          K         H         V          L         R          K          L         Q         A          C        E   
 

CAT TGT GAC TGT GGA GAA TGG GGT GCA ATG AAC ATG ACT ACT AGA 
    H         C         D         C          G          E          W         G          A         M        N         M          T          T       R   
 

TCC AGT ATC TGT TCC GAT TTC GGA AAC GAA TTT TGT AGA AAC GCT 
    S           S         I            C       S          D         F          G         N           E          F         C         R         N         A   
 
TGT TAA GAA TTC 
   C      *  
 

(A) 
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ATG AAA TTC TCT ACT ATA TTA GCC GCA TCT ACT GCT TTA ATT TCC 
    M         K         F          S          T         I          L          A         A          S          T         A         L          I         S  
 

GTT GTT ATG GCT GCT CCA GTT TCT ACC GAA ACT GAC ATC GAC GAT 
     V        V        M         A          A         P         V          S          T          E          T          D          I          D         D 
 
CTT CCA ATA TCG GTT CCA GAA GAA GCC TTG ATT GGA TTC ATT GAC 
   L          P          I          S         V         P          E          E          A          L          I          G          F          I         D 
 
TTA ACC GGG GAT GAA GTT TCC TTG TTG CCT GTT AAT AAC GGA ACC 
   L         T          G          D         E          V         S          L         L          P         V         N         N         G          T 
 
CAC ACT GGT ATT CTA TTC TTA AAC ACC ACC ATC GCT GAA GCT GCT 
   H         T         G          I         L         F          L          N          T          T          I          A          E          A         A 
 
TTC GCT GAC AAG GAT GAT CTC GAG CTC GAG GAA AAG AAG AGA GAA 
   F         A         D         K          D          D         L          E          L          E        E          K           K          R         E   
 
                                                                    Sítio de XhoI                                           Sítio Kex 
 
GCA GAA GCT TGT CTT AGC AAG CAT GTT CTA AGG AAG TTA CAA GCT 
     A         E          A          C        L           S         K          H         V         L           R         K          L          Q       A 
 

TGC GAA CAC TGT GAT TGT GGA GAA TGG GGA GCT ATG AAC ATG ACG 
   C           E          H         C         D          C          G         E         W          G          A         M        N          M      T   
 
ACA AGA TCA TCG ATT TGC TCA GAT TTC GGT AAC GAG TTT TGC AGA 
    T          R          S           S          I          C         S          D         F          G         N          E          F         C        R   
 

AAC GCT TGT TAA GAA TTC 
    N         A         C          *          
 
 

Figura 8  Resultado do seqüenciamento dos vetores pKLAC1-seq1 (A) e 
pKLAC1-seq4 (B). A seqüência de nucleotídeos sublinhada corresponde à 
seqüência que codifica o peptídeo sinal -Mating Factor com o códon de iniciação 
em negrito. A seqüência dentro do retângulo corresponde ao sítio de clivagem da 
enzima de restrição XhoI. O sítio de clivagem da protease Kex, na seqüência de 
aminoácidos, é indicado pela seta. As seqüências de aminoácidos 
correspondentes aos potenciais sítios de glicosilação estão destacados em cinza. 
O asterisco indica o códon de parada. 
 

 

 

(B) 
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4.2. Transformação da linhagem de K. lactis CBS2359 com pKLAC1-seq1 e 

pKLAC1-seq4 e avaliação da estabilidade mitótica dos recombinantes 

 

Os vetores pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4 foram clivados com a enzima 

SacII para transformação da linhagem de K. lactis CBS2359. A clivagem de cada 

vetor resultou em um cassete contendo a seqüência de interesse flanqueada pelas 

LAC4 LAC4, que direcionam a integração do cassete por 

recombinação homóloga na região promotora do gene LAC4, como representado 

na Figura 9. A integração correta do cassete, por recombinação homóloga, é de 

extrema importância, uma vez que, a transcrição do gene de interesse ocorrerá 

somente de se o promotor LAC4 for reconstituído após a recombinação. 

 

 

Figura 9 - Cassete de integração no promotor LAC4, contendo o gene marcador 
amdS e as seqüências de nucleotídeos 1 e 4 flanqueada LAC4 e  

LAC4. 
 

 

A eficiência de transformação foi de 103 transformantes por g de DNA 

plasmidial pKLAC1-seq1 para a CBS2359. A mesma eficiência foi alcançada para 

a linhagem CBS2359 transformada com pKLAC1-seq4.  

Seq1/4 

Seq1/4 

XhoI KpnI 
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Um total de 8 recombinantes CBS2359/pKLAC-seq4 e 9 CBS2359/pKLAC1-

seq1 foram analisados quanto à estabilidade mitótica. Todos os recombinantes 

analisados foram estáveis. 

A confirmação da integração do cassete de expressão no genoma das 

linhagens recombinantes foi realizada por PCR. O DNA total dos recombinantes 

foi utilizado nas reações de amplificação in vitro com os oligonucleotídeos 1 e 2. 

Detecção de um fragmento de DNA com aproximadamente 2 Kb em gel de 

agarose confirmou a integração do cassete, no local esperado (Figura 10). 

PCR utilizando os oligonucleotídeos 2 e 3 para identificação de linhagens 

contendo múltiplas cópias do cassete de integração também foi realizada. Há 

relatos de que esse sistema de expressão baseado no vetor pKLAC1 pode 

apresentar até 10 inserções no genoma da linhagem hospedeira (Colussi & Taron 

2005). Linhagens com múltiplas cópias do cassete, frequentemente, produzem e 

secretam mais proteínas. Contudo, dentre os recombinantes avaliados, não foram 

detectados recombinantes com múltiplas integrações (Figura 10).  

 

 

 

 

Figura 10  Eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) do DNA, produto de PCR, 
do DNA genômico de células de K. Lactis recombinantes e controles. Marcador 
1Kb DNA ladder (1); CBS2359 transformada com o vetor pKLAC1-seq1 (2 e 5); 
CBS2359 transformada com o vetor pKLAC1-seq4 (3 e 6); CBS2359 não 
transformada (4 e 7).  

 

 1          2           3          4         5        6          7  
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4.3. Detecção dos transcritos que codificam os peptídeos vacinais e análise 

da secreção de rSBm37462 e rSBm 7462 

 

A comprovação da expressão das seqüências introduzidas no genoma da 

levedura K.lactis foi realizada por meio de um ensaio de indução com a detecção 

do transcrito e do reconhecimento dos peptídeos secretados por anticorpos 

monoclonais.  

Fragmentos de DNA com aproximadamente 800 pb (470 pb da seqüência 1 

somados a 300pb do -MF) e 500 pb (200 pb da seqüência 4 somados a 300pb 

do -MF) obtidos por RT-PCR (Figura11) confirmaram a transcrição das 

seqüências inseridas no genoma de K. lactis CBS2359. 

 

 
 
 

 
 

Figura 11  Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do DNA, produto de RT-PCR, 
do mRNA de células de K. lactis recombinantes induzidas em lactose. A detecção 
do mRNA que codifica os peptídeos de interesse confirmou a transcrição das 
seqüências introduzidas no genoma de K. lactis. Marcador de tamanho molecular 
DNA Lambda (1); K. lactis CBS2359 transformada com o cassete de integração 
contendo a seqüência 1 (2 e 3); K. lactis CBS2359 transformada com o cassete de 
integração contendo a seqüência 4 (4 e 5); K. lactis CBS2359 não transformada 
(6). 
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A averiguação da secreção dos peptídeos de interesse, por meio do 

reconhecimento dos mesmos por anticorpos monoclonais anti-SBm 7462, revelou 

que os recombinantes obtidos eram capazes de secretar o referido peptídeo 

(Figura 12).  Os recombinantes selecionados para estudos da expressão do rSBm 

7462 estão destacados na Figura 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12  Membranas de nitrocelulose tradadas com soro de coelho contendo 
Ig-G contra SBm 7462, reação positiva (A) e soro de coelho contendo Ig-G contra 
cabra, reação negativa (B) para identificação de linhagens recombinantes capazes 
de secretar os peptídeos SBm 7462 e SBm37462. Os recombinantes foram 
previamente crescidos em meio contendo glicerol. Posteriormente, as colônias 
foram transferidas para meio contendo lactose para a indução da produção e 
secreção de SBm 7462 e SBm37462. As membranas foram colocadas sobre as 
colônias durante esta fase. K. lactis CBS2359 transformada com o pKLAC1-seq4 
(1 - 8); K. lactis CBS 2359 transformada com o pKLAC1-seq1 (9  18); controle 
(19). 

 

 

4.4. Expressão de rSBm37462 e rSBm 7462 

 

A produção do peptídeo vacinal SBm 7462 pelas leveduras recombinantes 

K. lactis CBS2359/pKLAC1-seq1 e CBS2359/pKLAC1-seq4 foi realizada em duas 

etapas. Na primeira, uma biomassa de aproximadamente 10 g·L-1, correspondente 

a uma DO600 de 20, foi alcançada para ambas as linhagens recombinantes. Essa 

etapa foi conduzida em meio contendo glicerol como única fonte de carbono. Na 

segunda, destinada à indução da síntese do peptídeo, a biomassa recombinante 

foi concentrada por centrifugação e ressuspendida em meio de indução de modo a 
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se obter uma concentração inicial de células de 10 g·L-1. Essa biomassa não 

variou significativamente durante o período de indução alcançando, ao final de 144 

horas, um valor aproximado de 11 g·L-1. O mesmo foi observado para as linhagens 

controle. 

Amostras dos sobrenadantes do meio de indução foram avaliadas quanto a 

proteínas totais após diversos tempos de indução. Foi detectado que os 

recombinantes secretaram uma maior quantidade de proteínas totais do que a 

linhagem controle quando a indução foi realizada sem e com pulso de lactose a 

cada 24 horas (Figura 13 e 14).  

Para a linhagem recombinante K. lactis CBS2359/pKLAC1-seq1 o pico 

máximo de secreção de proteínas foi obtido com 72 horas de indução sem pulso 

de lactose, sendo mantido até 144 horas (Figura 13). Para avaliar se esta 

estagnação da secreção de proteínas no tempo de 72 horas era devido ao 

consumo da molécula indutora, uma solução de lactose 4% (p/v) foi adicionada a 

cada 24 horas durante a etapa de indução. Nestas condições, o pico máximo de 

secreção de proteínas foi observado em 120 horas.  

Logo, o consumo de lactose durante a fase de indução influencia a 

produção e secreção do peptídeo de interesse. Quando o mesmo tratamento foi 

aplicado às células controle a variação da concentração de proteínas totais 

secretadas não foi tão significativa como aquela observada para a linhagem 

recombinante. 

A K. lactis CBS2359/pKLAC1-seq4 apresentou o mesmo comportamento 

que a linhagem recombinante CBS2359/pKLAC1-seq1 durante a indução sem o 

pulso de lactose. Entretanto, com o pulso de lactose, houve um aumento na 

concentração de proteínas extracelulares ainda no tempo de 144 horas (Figura 

14). 
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Figura 13 - Concentração de proteínas totais no sobrenadante obtido pelo cultivo 
de K. lactis CBS2359/seq1.     Controle sem pulso de lactose;    Controle com 
pulso de lactose;    CBS2359/seq1 sem pulso de lactose;     CBS2359/seq1 com 
pulso de lactose. (Tempo de 48 horas não determinado) 
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Figura 14 - Concentração de proteínas totais no sobrenadante obtido pelo cultivo 
de K. lactis CBS2359/seq4.     Controle sem pulso de lactose;    Controle com 
pulso de lactose;    CBS2359/seq4 sem pulso de lactose;     CBS2359/seq4 com 
pulso de lactose. (Tempo de 48 horas não determinado) 
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4.5. Avaliação da atividade proteolítica no sobrenadante obtido pelo cultivo 

das linhagens recombinantes de K. lactis em meio de indução 

 

O acúmulo de proteínas totais no meio revelou a estabilidade das proteínas 

secretadas e ausência de proteases, o que foi confirmado pela análise de 

atividade proteolítica (Tabelas 1 e 2). Este resultado é muito importante, pois, a 

ausência de proteases no sobrenadante evita maiores gastos com a inativação 

das mesmas, uma vez que, elas poderiam comprometer a obtenção do peptídeo 

de interesse.  

 

 

Tabela 1 - Atividade proteolítica nos sobrenadantes obtidos pelo cultivo das 
linhagens recombinantes de K. lactis CBS2359 em meio de indução YNB 
suplementado com 4% (p/v) de lactose. 
 

Tempo 
(horas) 

Com pulso de Lactose a cada 24 h Sem pulso de Lactose 
CBS2359/Seq1 CBS2359/Seq4 CBS2359/Seq1 CBS2359/Seq4 

24 0,01146 0,01017 0,00833 0,00863 
72 0,00365 0,00568 0,00315 0,00393 
96 0,00241 0,00348 0,00335 0,00377 

120 0,00260 0,00318 0,00432 0,00402 
144 0,00319 0,00229 0,00423 0,00366 

U = A630 dividida pela concentração de proteínas totais em mg·L-1 por unidade de tempo. 

 

 

Tabela 2 - Atividade proteolítica nos sobrenadantes obtidos pelo cultivo das 
linhagens controles de K. lactis CBS2359 em meio de indução YNB suplementado 
com 4% (p/v) de lactose. 
 

Tempo 
(horas) 

CBS2359 
Com pulso de 

lactose 

CBS2359 
Sem pulso de  

lactose 
24 0,0248 0,0424 
72 0,0123 0,0337 
96 0,0093 0,0371 

120 0,0075 0,0234 
144 0,0078 0,0362 

U = A630 dividida pela concentração de proteínas totais em mg·L-1 por unidade de tempo. 
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4.6. Avaliação das proteínas totais secretadas pelas linhagens 

recombinantes, e controle, por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) 

 

A Figura 15 mostra o perfil eletroforético das proteínas totais secretadas no 

meio de cultura pelas linhagens recombinantes de K. lactis e pelas linhagens 

controle. Uma proteína nativa com a mesma massa molecular que o peptídeo 

vacinal, 16 kDa, sobrepôs a banda de interesse. Um diferente perfil de bandas foi 

observado quando se comparou o perfil eletroforético das proteínas totais 

presentes nos sobrenadantes obtidos pelo cultivo das linhagens recombinantes e 

controle. Observou-se a presença de uma banda com massa molecular de 21 kDa 

no sobrenadante obtido pelo cultivo das linhagens recombinantes, a qual não 

estava presente nas linhagens controle. A presença de outras duas bandas, uma 

com aproximadamente 10 kDa e outra com 6 kDa também só ocorreu nos 

sobrenadantes obtidos pelo cultivo das linhagens recombinantes.  
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Figura 15  Gel de eletroforese SDS-PAGE 16% (T) das proteínas totais 
secretadas pelas linhagens de K. lactis controle e recombinantes. Coloração pela 
prata (A); Coloração por Comassie blue (B). Padrão de LMW (Low Molecular 
Weight) (Bio-Rad) (1); CBS2359 controle/ sem transformar (2); CBS2359 controle/ 
vetor vazio (3); CBS2359/pKLAC1-seq1 (4); CBS2359/pKLAC1-seq4 (5); SBm 
7462 (6). 
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Para avaliar o perfil das proteínas glicosiladas secretadas, amostras dos 

sobrenadantes foram analisadas por SDS-PAGE e, em seguida, o gel foi tratado 

com o reativo Schiff. A Figura 16 mostra que o peptídeo com massa molecular de 

21 kDa (em destaque) reagiu positivamente a esta coloração, sugerindo que este 

peptídeo corresponda ao SBm37462 de 16 kDa glicosilado em um dos potenciais 

sítios de glicosilação disponíveis. 

 

 

 

 
 

Figura 16 - Gel de eletroforese SDS-PAGE 16% (T) dos sobrenadantes obtidos 
pelo cultivo das linhagens de K. lactis, recombinantes e controle, corado com 
reativo de Schiff para análise de glicoproteínas. CBS2359 controle/sem 
transformar (1); CBS2359 controle/vetor vazio (2); CBS2359/pKLAC1-seq1 (3); 
CBS2359/pKLAC1-seq4 (4). 
 

 

4.7 Detecção de rSBm37462 e rSBm 7462 nos sobrenadantes obtidos pelo 

cultivo das linhagens de K. lactis recombinantes em meio de indução 

 

A síntese dos imunógenos, rSBm37462 e rSBm 7462, pelas linhagens 

recombinantes de K. lactis foi verificada. Esta análise foi realizada com os 

sobrenadantes obtidos pelo cultivo das linhagens controle e recombinantes em 

meio de indução. Os resultados podem ser visualizados na Figura 17. As 

     1                         2                         3                          4 
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proteínas, presentes nos sobrenadantes analisados, reagiram positivamente com 

o soro de coelho contendo Ig-G anti SBm 7462, indicando a presença dos 

imunógenos e não reagiram com o soro puro de coelho (controle negativo). As 

proteínas, presentes no sobrenadante obtido pelo cultivo da linhagem de K. lactis 

CBS2359 controle, não reagiram com nenhum dos soros utilizados. 

 

 

 

 

Figura 17  Membranas de PVDF contendo sobrenadantes das culturas das 
linhagens de K. lactis controle e recombinantes. Essas membranas foram tratadas 
com soro de coelho anti-SBm 7462 (reação positiva) e soro puro de coelho 
(reação negativa) para averiguação da secreção dos imunógenos SBm37462 e 
SBm 7462. CBS2359 controle/ Ig-G coelho anti-SBm 7462 (1); CBS2359 controle/ 
Ig-G Coelho (2); CBS2359-pKLAC1-seq1/ Ig-G coelho anti-SBm 7462 (3); 
CBS2359-pKLAC1-seq1/ Ig-G coelho (4); CBS2359-pKLAC1-seq4/ Ig-G coelho 
anti-SBm 7462 (5); CBS2359-pKLAC1-seq4/ Ig-G coelho (6); SBm 7462/ Ig-G 
coelho (7); SBm 7462/ Ig-G coelho anti-SBm 7462 (8). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

As construções dos vetores de expressão pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4, 

foram confirmadas por análises de restrição e seqüenciamento. A seqüência de 

nucleotídeos que sinaliza o códon de parada, assim como a seqüência que 

codifica o sítio de clivagem da protease Kex foram mantidos. O cassete de 

integração, contendo as seqüências de interesse, foi obtido mediante clivagem do 

vetor de expressão com a enzima SacII. A transformação da linhagem de K. lactis 

CBS2359 com o cassete de expressão bem como a integração do mesmo 

direcionada ao locus LAC4 foram realizadas com sucesso.  

O cassete de integração utilizado neste trabalho possui regiões de 

homologia com o promotor LAC4, o que diminui, mas não anula a possibilidade de 

integrações ectópicas. A integração do cassete, no local esperado, foi confirmada 

pela detecção de um fragmento de DNA com aproximadamente 2 Kb em gel de 

agarose, realizado com os produtos de PCR do DNA total com os 

oligonucleotídeos 1 e 2. A análise das linhagens recombinantes de K. lactis por 

RT-PCR e a detecção do peptídeo, utilizando anticorpos monoclonais contra SBm 

7462, comprovaram a transcrição e a expressão extracelular dos peptídeos. 

A produção do peptídeo vacinal SBm 7462 pela linhagem recombinante de 

K. lactis CBS2359 foi realizada em duas fases. Na primeira fase, glicerol foi 

assimilado como fonte de carbono e convertido em biomassa. Glicerol foi utilizado 

como fonte de carbono, no lugar de glicose, para evitar que as linhagens 

recombinantes, ao serem transferidas para o meio de indução, estivessem com o 

promotor LAC4 reprimido pela glicose, embora baixa repressão catabólica por este 

açúcar tenha sido detectado na maioria das espécies de K. lactis. Ao mesmo 

tempo, esta primeira fase objetivou maximizar a produção de biomassa uma vez 
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que, a produção da proteína de interesse está diretamente associada à 

quantidade de biomassa introduzida no meio de indução. Um meio de cultivo rico 

como YPD ou como o meio natural à base de soro de queijo propicia altas 

velocidades de crescimento para K. lactis, sendo possível alcançar biomassa de 

aproximadamente 25 mg (DO600 de 60) (dados não mostrados). Contudo, esses 

meios podem comprometer a recuperação dos peptídeos de interesse devido à 

presença de peptídeos próprios. Definir um meio para máxima produção de 

biomassa é imprescindível para melhorar os rendimentos de rSBm 7462. 

Na segunda fase, a indução da síntese do peptídeo em lactose 4% (p/v) 

mostrou que os parâmetros de indução também são importantes e podem refletir 

diretamente no rendimento. Duas condições de indução foram testadas: sem pulso 

adicional de lactose e com pulso de lactose, a cada 24 horas, durante 144 horas 

de indução. A concentração de proteínas extracelulares na segunda condição foi 

maior quando comparada com a condição sem pulso adicional de lactose. Com 

base nestes dados, pode-se inferir que o indutor é consumido com o tempo e que, 

a adição do mesmo, mantém a síntese e secreção de proteínas. Dessa forma, o 

pulso de lactose deve ser considerado como uma estratégia para aumentar o 

rendimento do peptídeo SBm 7462, além da otimização da produção de biomassa. 

A impossibilidade de detectar com precisão a banda de interesse, 16 kDa, 

referente ao SBm37462 por SDS-PAGE 16% (T) constituiu uma dificuldade na 

detecção do peptídeo secretado no meio. A K. lactis controle secreta uma proteína 

com mesma massa molecular que o peptídeo vacinal, 16 kDa, acarretando uma 

sobreposição de bandas. A presença de uma banda com massa molecular de 

aproximadamente 21 kDa, ausente nas linhagens controle, além da presença de 

outras duas bandas, uma com aproximadamente 10 kDa e outra com 6 kDa, 

sugeriu alguma modificação pós- traducional nos peptídeos de interesse. 

A glicosilação foi sugerida pela constatação de um sítio de glicosilação, no 

caso de SBm 7462 e três sítios no caso de SBm37462. Teoricamente, se os 

peptídeos sintetizados estivessem sendo glicosilados, a massa molecular 

aumentaria em, aproximadamente, 3 kDa para SBm 7462 e cerca de 9 kDa para a 

SBm37462. Consequentemente, ter-se-ia um peptídeo em torno de 9 kDa de 
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massa molecular para SBm 7462 e outro em torno de 25 kDa para SBm37462. 

Variações no padrão de glicosilação também seriam possíveis para SBm37462. 

Por exemplo, se este peptídeo fosse glicosilado em apenas um sítio em vez dos 

três, ou em dois, produziria peptídeos com 19 e 22 kDa, respectivamente. Essas 

modificações explicariam a presença da banda de aproximadamente 21 kDa 

observada no SDS-PAGE, o que foi confirmado pela coloração com o  reativo de 

Schiff. Com base neste resultado é possível inferir que esta banda representa o 

peptídeo SBm37462 de 16 kDa glicosilado em apenas um dos sítios disponíveis. 

Observações semelhantes foram documentadas por Zhaoli et al. (2007), onde um 

peptídeo, de massa molecular teórica de 22 kDa,  foi detectado em gel de SDS-

PAGE, como duas bandas: uma de 30 kDa e outra de 18 kDa. A proteína de 30 

kDa foi confirmada estar glicosilada e a de 18 kDa parcialmente clivada pela 

protease Kex2. 

A presença de bandas menores observadas no gel SDS-PAGE também 

poderia ser explicada por quebras na estrutura dos peptídeos durante o 

procedimento de precipitação com acetona. Outra possível explicação para o perfil 

eletroforético observado seria o fato de que, as seqüências que codificam estes 

peptídeos, foram sintetizadas de forma a conter, nas regiões C-terminais e N-

terminais, dois resíduos de cisteína, um em cada terminal. Esta estratégia foi 

adotada porque a maioria dos autores concordam que a resposta humoral 

induzida por peptídeos de 700 a 1500 daltons de massa molecular é de baixa 

intensidade, necessitando, portanto que sejam acoplados, aos peptídeos, 

proteínas carreadoras para aumentar a sua imunogenicidade (Van Regenmortel et 

al., 1990). Contudo, a conjugação destes peptídeos com tais proteínas constitui 

um problema quanto à estabilidade e controle durante o desenvolvimento da 

vacina, e pode acarretar uma supressão do epítopo desejado pela ação das 

diferentes forças químicas da proteína incluída (Schutze et al., 1985; Di John et 

al., 1989; Schutze et al.,1989). 

Esses inconvenientes da conjugação do peptídeo a uma proteína induziram 

estudos visando-se aumentar a massa molecular sem a inclusão de um carreador 

à molécula (Jacob et al., 1985; Del Giudice et al., 1986; Borras-Cuesta et al., 1988; 
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Posnett et al., 1988; Tam, 1988; Del Giudice et al., 1990; Grillot et al., 1990; Tam 

et al., 1990; Troalen et al., 1990; Patarroyo, 1994). Dentre as alternativas 

pesquisadas, encontra-se a polimerização dos peptídeos por oxidação de resíduos 

de cisteínas em seus terminais amino e carboxílicos (Patarroyo, 2002), estratégia 

adotada na construção do peptídeo SBm 7462. Dessa forma, levando-se em 

consideração que as pontes dissulfídicas presentes nas proteínas secretadas são 

formadas no retículo endoplasmático rugoso, estes peptídeos poderiam formar 

polímeros de diversas formas e tamanhos dentro desta organela, o que também 

explicaria o perfil eletroforético observado, uma vez que as ligações dissulfídicas 

podem ocorrer entre resíduos de cisteínas de uma mesma ou de diferentes 

cadeias polipeptídicas. 

Estudos realizados com outros microrganismos recombinantes produtores 

de peptídeos heterólogos demonstram que aqueles são capazes de secretar 

peptídeos em sua conformação nativa de modo a desempenhar suas funções 

corretamente.  Um elevado nível de expressão do peptídeo heterólogo interferon 

alpha2b (hIFN- P. pastoris. SDS

PAGE e Western blotting demonstraram que hIFN-

cultura e obteve-se 298 mg de proteína por litro de sobrenadante após a 

purificação (Linmei et al., 2007). Um antimicrobiano híbrido de 3 kDa também foi 

secretado de forma ativa por P. pastoris  (Fengliang et al., 2006). Jinshu e 

colaboradores em 2006 desenharam uma vacina anti-hormônio de liberação da 

gonadotrifina (GnRH) capaz de estimular uma forte imunogenicidade, quando 

inoculados em camundongos fêmeas. Esta vacina foi produzida em corpos de 

inclusão em E. coli. Todos estes resultados demonstram o interesse cada vez 

maior de expressar peptídeos de importância terapêutica em microrganismos. Os 

resultados obtidos até o momento com P. pastoris, E. coli e mesmo K.lactis são 

promissores. Este trabalho é pioneiro no que diz respeito à produção de um 

por 

meio da levedura K.lactis. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

1- Os vetores de expressão, pKLAC1-seq1 e pKLAC1-seq4, foram corretamente 

construídos e confirmados por seqüenciamento; 

 

2- A integração dos cassetes de expressão ocorreu por recombinação homóloga 

no locus LAC4 do genoma das linhagens hospedeiras de K. lactis; 

 

3- Os cassetes integrados foram reconhecidos pela maquinaria de transcrição 

das linhagens hospedeiras e corretamente transcritos; 

 

4- Os peptídeos foram secretados para o meio, sendo reconhecidos por 

anticorpos monoclonais anti-SBm 7462; 

 

5- Não foi detectada atividade proteolítica nos sobrenadantes obtidos pelo cultivo 

das linhagens recombinantes; 

 

6- A adição de lactose durante a fase de indução deve ser considerada como 

uma estratégia para aumentar o rendimento dos peptídeos SBm37462 e SBm 

7462, bem como a otimização da obtenção de biomassa. 

 

Os resultados obtidos neste trabalho comprovaram que a obtenção de 

linhagens recombinantes de K. lactis, secretoras de SBm 7462, foi realizada com 

sucesso. 
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