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RESUMO

Desde a sua descoberta em 1922 por Alexander Fleming, a lisozima tornou-se um
dos modelos enzimaticos mais estudados, devido ao seu mecanismo de agdo como
barreira natural de defesa contra microrganismos, especialmente bactérias gram-
positivas. Na natureza, a lisozima ¢ dividida em 6 tipos: tipo C, tipo G, tipo I, fingico e
bacteriano, fagos e plantas com caracteristicas diferenciadas. Esta pesquisa tem como
objetivo clonar e expressar a lisozima de Anopheles darlingi na levedura metilotréfica
Pichia pastoris. Para este fim, uma cassete de expressdo foi montado para inser¢do do
gene da lisozima sintética de Anopheles darlingi no genoma da Pichia pastoris usando o
vector de expressao pPIC9, confirmado por anélise de restricdo com as enzimas EcoRI e
Notl. O cassete de expressao foi introduzida em P. pastoris por eletroporacao, e 40 clones
resultantes da transformagdo foram selecionados em meio minimo sem aminoacidos. A
técnica de imunodetecgdo cromogénica Western Breeze confirmou 39 clones
recombinantes produtores de lisozima detectando a cauda de histidina presente na por¢ao
C-terminal no gene da lisozima. O uso do promotor AOX1 na cassete de expressao
permitiu a indug¢do dos clones recombinantes com metanol a 1% por 96 horas em
fermentagdo submersa e a confirmagao da expressdo da proteina foi realizada pela analise
eletroforética em gel de poliacrilamida em condicao desnaturante SDS-PAGE 15% onde
a presenca da lisozima foi detectada em aproximadamente 14 kDa. A caracterizagao da
enzima mostrou que a lisozima de A. darlingi possui aspectos distintos em relacdo a
lisozima do ovo de galinha. Os resultados obtidos demonstram a capacidade que a
levedura Pichia pastoris possui de expressar a lisozima e demonstram a agregacao de

potencial biotecnoldgico a esta pesquisa.

Palavras — Chave: enzima, lisozima, bactericida, levedura, metilotrofica.



ABSTRACT

Since its discovery in 1922 by Alexander Fleming, lysozyme has become one
of the most studied enzymatic models, due to its mechanism of action as a natural defense
barrier against microorganisms, especially gram-positive bacteria. In nature, lysozyme is
divided into 6 types: type C, type G, type I, fungal and bacterial, phages and plants. This
research aims to clone and express the lysozyme of Anopheles darlingi in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris. To this end, an expression cassette was assembled
for insertion of the synthetic lysozyme gene of Anopheles darlingi into the Pichia pastoris
genome using the pPIC9 expression vector, confirmed by restriction analysis with the
EcoRI and Notl enzymes. The expression cassette was introduced into P. pastoris by
electroporation, and 40 clones resulting from the transformation were screened in
minimal medium lacking amino acids. The Western Breeze chromogenic
immunodetection technique confirmed 39 recombinant lysozyme-producing clones
detecting the histidine tail present in the C-terminal portion in the lysozyme gene. The
use of the AOX1 promoter in the expression cassette allowed the induction of the
recombinant clones with 1% methanol for 96 hours in submerged fermentation and the
confirmation of protein expression was performed by the electrophoretic analysis in
polyacrylamide gel in denaturing condition SDS-PAGE 15% where the presence of
lysozyme was detected at approximately 14 kDa. The characterization of the enzyme
showed that A. darlingi lysozyme has distinct aspects regarding chicken egg lysozyme.
The results obtained demonstrate the ability of Pichia pastoris yeast to express lysozyme

and demonstrate the possible biotechnological potential aggregation to this research.

Keywords: enzyme, lysozyme, bactericidal, yeast, methylotrophic.



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

LISTA DE FIGURAS

Estrutura de uma unidade repetida de peptideoglicano de parede celular
bacteriana (pg. 17)

Diferencas entre as paredes celular bacteriana (pg. 17)

Mapea fisico do vetor de clonagem pBSK lisozima de Anopheles darlingi (pg.
30)

Mapa fisico do vetor de expressdao pPIC/gla baseado no vetor pPIC9 (pg. 31)
Analise do perfil de restricao dos plasmideos pBSK/lis e pPIC/gla (pg. 44)
Mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-ES (pg. 45)

Confirmagao da subclonagem do gene de lisozima em pPIC (pg. 46)

Perfil eletroforético da extracao do DNA de clones de leveduras transformantes
(pg. 47)

Andlise da presenca do gene de lisozima em clones de leveduras transformantes
por PCR (pg. 48)

Anadlise da expressao das coldnias de pPIC-ES através do teste de colony blot
(pg- 49)

Analise da expressao das colonias de pPIC-ES através do teste de colony blot
(pg- 49)

Contagem de células viaveis e inviaveis de P. pastoris produtora de lisozima
(pg- 50)

Confirmacao da expressdo de lisozima por Pichia pastoris em gel de
poliacrilamida 15% (pg.51)

Lise do substrato M. lysodeiktycus (pg. 52)
Ensaio turbidimétrico de P. pastoris lisozima e P. pastoris GS115 (pg. 53)

Avaliagdo de temperatura 6tima para atividade de lisozima recombinante de 4.
darlingi (pg. 55)



PI

kDa

BLA

DNA - _—

Kg

GRAS

AOX - -

GAP
pFLDI

pGUT 1 -

Mut"

Mut®

Mut

ZEOr
GLA

tGH

tambaqui

pBSK

NCBI
Information

LB

OD - -

EDTA o

SDS -
NEB

uv - -

PB

KB

PCR

LISTA DE ABREVIATURAS

Ponto isoelétrico
Kilodalton

Potencial hidrogenidnico
Bactérias lacticas

Acido desoxirribonucleico
Kilograma

Generally regarded as safe
Alcool oxidase
Gliceraldeido-5-fosfato
Formaldeido desidrogenase 1
Glicerol quinase

Methanol utilization plus
Methanol utilization slow
Methanol utilization minus
Resisténcia a Zeocina
Glicoamilase

Hormonio de crescimento de

Vetor de clonagem pBlueScript K
National Center of Biotechnology

Luria-Bertani

Densidade Otica

Acido Etilenodiamino Tetra-acético
Dudecil Sulfato de Sédio

New England Biolabs

Ultra violeta

Pares de base

Kilobase

Reacdo de Polimerase em Cadeia



YPD

MD

dNTP

Pmol

ng

ul
BMGY

BMMY

Medium

PBST
PBS

TCA

mM

MG

Yeast extract — Peptone- Dextrose
Minimal Dextrose Medium
Desoxirribonucleotideos fosfatados
Picomol

Micrograma

Microlitro

Buffered Glycerol Complex Medium
Buffered Methanol Complex

Phosphate Buffered Saline Tween
Phosphate Buffered Saline

Acido Tricloroacético

Milimolar

Miligrama



SUMARIO

1. INTRODUCAO 15
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 16
2.1  Lisozima 16
2.2 Lisozima De Invertebrado 21
2.3 Aplicagoes da Lisozima 23
2.4  Mercado De Enzimas 25
2.5 A Levedura Pichia pastoris (Komagataella phaffii) Como Sistema De Expressao
Heteréloga. 26
3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS 28
3.1  Objetivo Geral 28
3.2 Objetivos Especificos 28
4. MATERIAIS E METODOS 29
4.1  Estratégia 29
4.2  Linhagens Hospedeiras 29
4.3  Vetores Utilizados 30
4.4  Montagem De Vetor De Expressao E Secrecao Em Levedura 32

4.4.1 Preparo de células competentes para transformagao e multiplicacdo dos vetores.

32
4.4.2 Transformagao bacteriana 32
4.4.3 Extragao DNA plasmidial 33
4.4.4 Analise de restricdo com endonucleases 34

4.4.5 Purificac¢do do gene da lisozima e do vetor de expressao e secrecao pPIC9. --- 34

4.4.6 Ligacao da regido estrutural do gene de lisozima no vetor de expressao e secre¢ao

pPIC9 35

4.4.7 Transformacao bacteriana para multiplicacdo do vetor quimera (pPIC9/lisozima)
35

4.4.8 Analise de restricdo para confirmagdo da subclonagem do gene lis no vetor de

expressao e secre¢cdao pPIC9

4.5

Transformacao Genética De Levedura E Integracdo Do Vetor No Genoma De
Pichia pastoris.

36

36

4.5.1 Preparo de levedura Pichia pastoris competentes para transformagao genética36



4.5.2 Linearizagdo do cassete de expressao 36

4.5.3 Transformacao da levedura por eletroporagao 37
4.5.4 Confirmacao da integracdo do gene lis no genoma da levedura------------------ 37
4.5.4.2 Amplificagdo do cassete de expressao por PCR para deteccao da integragao do
gene lis 38
4.6  Producao E Caracterizagcdo Da Lisozima Recombinante 38
4.6.1 Confirmacao da expressao de lisozima de A. darlingi em P. pastoris----------- 38
4.6.2 Indugao em placa dos clones recombinantes para analise de expressao por
imunodeteccdo 39
4.6.3 Analise dos recombinantes por colony blot 39
4.6.4 Producao da lisozima por cultivo submerso 40
4.6.5 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida para confirmacao da
expressao de lisozima 41
4.7 Ensaio Da Atividade Enzimatica Da Lisozima 42
4.7.1 Avaliacdo da influéncia do pH na atividade da lisozima 43
4.7.2 Efeito da temperatura na atividade da lisozima 43
5. RESULTADOS E DISCUSSAO 44
5.1  Integracdo Do Cassete De Expressao No Genoma De Pichia pastoris ----------- 44

5.2  Transformagdo E Integragdo Do Cassete De Expressdao No Genoma Da Levedura

Pichia pastoris 46
5.3 Producdo E Atividade Da Proteina Recombinante 48
5.4  Ensaio Da Atividade Enzimatica Da Lisozima 52
5.4.1 Efeito da variacdo pH na atividade da lisozima recombinante ------------------ 53
5.4.2 Influéncia da temperatura na reagdo enzimatica 55
6.  CONCLUSOES 57

7. REFERENCIAS 58




15

1. INTRODUCAO

A lisozima se tornou um dos modelos enzimaticos mais estudados e tem sido
amplamente utilizada na biotecnologia por possuir agdo antimicrobiana. (JOLLES E

JOLLES, 1984; IBRAHIM et al., 2002; SCHENBERG et al., 2010; SAHOO et al., 2012).

Esta enzima encontra-se dividida na natureza em seis tipos, seguindo a
classificagdo dos organismos de origem ou em cinco familias quando se considera
propriedades bioquimicas. Estd distribuida de forma diversificada atuando na defesa
contra infecgdes bacterianas ou auxiliando na digestio de ruminantes e insetos. As
caracteristicas diferenciadas das lisozimas digestivas, como pH acido, em especial das
lisozimas de insetos, atrairam a atengio de diversos pesquisadores (JOLLES E JOLLES,
1984; PIMENTEL, 1991; TERRA, FERREIRA, 1994; REGEL et al., 1998; ALMEIDA,
2003; ARAUJO et al., 2006; CANCADO et al., 2007; URSIC-BEDOYA et al., 2008;
CANCADO, 2008; RUAS, 2010; ZHAO et al., 2010).

Neste contexto, o estudo de lisozimas provenientes de mosquitos ¢ primordial. Em
especial o género Anopheles, de grande interesse epidemioldgico por causarem maléria.
No Brasil, especialmente na regido Amazdnica, o Anopheles darlingi é o principal vetor
da doenca. Kajla ef al., em 2011, publicaram um trabalho sobre a atuacdo da lisozima no
desenvolvimento do Plasmodium nos mosquitos do género Anopheles e, incentivaram o
estudo destas lisozimas para compreensao deste mecanismo a fim de se interromper a
transmissao deste parasita. Em 2018, uma pesquisa publicada por Wang et al., afirmou
que a lisozima encontrada tipicamente em invertebrados nao ¢ tdo estudada quanto as
lisozimas do tipo C presentes em mamiferos, sugerindo que as lisozimas de invertebrados
podem ter funcdes ainda nao determinadas. Behbahani et al., 2018, publicaram uma
pesquisa determinando a atividade anti-HIV-1 das lisozimas encontradas em galinha,
codorna e em aves do género Meleagris. Segundo os pesquisadores, essa atividade pode
ser encontrada em todos os tipos de lisozimas e, sugeriram que as lisozimas testadas
podem ser candidatas a terapia contra HIV-1 (TADEI et al., 1988; KAJLA et al., 2011,
BEHBAHANI et al., 2018; WANG et al., 2018).

Neste cenario, aprofundar o conhecimento sobre as lisozimas provenientes de
invertebrados ¢ de suma importancia, especialmente com a possibilidade de utilizagdo da

lisozima no combate as doencas como a malaria ¢ AIDS. Tendo em vista o escasso
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conhecimento sobre as lisozimas de invertebrados, este estudo faz se primordial para a
realizagdo de trabalhos futuros. Para realiza¢do desta pesquisa, o gene da lisozima
proveniente de Anopheles darlingi foi clonado e expressado utilizando a levedura
metilotrofica Pichia pastoris como sistema de expressdo de proteinas heterdlogas e as

condicdes de reacao enzimatica foram determinadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lisozima

Desde sua descoberta em 1922 por Alexander Fleming, a lisozima se tornou um
dos modelos enzimaticos mais estudados. Foi a primeira proteina a ter sua sequéncia
primaria de aminoacidos determinada, a primeira submetida a cristalografia em raio — x

e a primeira a ter seu mecanismo de agdo proposto (BLAKE et al., 1965).

A lisozima (EC 3.2.1.17) é uma enzima de baixa massa molecular, geralmente
possui 14 kDa, podendo variar entre 11 a 25 kDa contendo 129 residuos de aminoacidos
e ponto isoelétrico (pI) de 10.5 — 11.0. Sao proteinas de estruturas oligoméricas e em sua
estrutura polipeptidica ha quatro liga¢des dissulfeto importantes para estabilidade da
enzima. A atividade enzimatica da molécula ¢ perdida se pelo menos duas das ligagdes
dissulfeto nao estiverem intactas ou se todos as ligagdes estiverem reduzidas. Lisozimas
possuem um nucleo hidrofébico com cadeia de amioacidos hidrofilicos voltados para a
superficie conferindo estabilidade a proteina (JOLLES E JOLLES, 1984; ALMEIDA,
2003).

Estas enzimas, também conhecidas como muramidases, sdo capazes de hidrolisar
as ligagdes 1,4 B- glicosidicas entre o dacido N-acetilmuramico (NAM) e N-
acetilglicosamina (NAG) dos residuos de peptidoglicano da parede celular das bactérias
(Figura 1). Como resultado da hidrdlise, as células bacterianas ficam susceptiveis ao

choque osmotico, e por isso sdo facilmente lisadas (DIAS, 2010).
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Figura 1. Estrutura de uma unidade repetida de peptidoglicano de parede celular bacteriana. A estrutura é
formada por NAG (N-acetilglicosamina), NAM (&cido N-acetilmurdmico) e um tetrapeptideo comum em

parede de bactérias Gram-negativas.

O-H OH
H b
b o\kg\ 0" Lysozyme 0’% t u o
NH
W Ho W =" i X E‘L
0y 0 0 R
peptidoglycan MurNAc GleNAc

Fonte: Extraido de Callewaert e Michiels, 2010.

Embora geralmente chamadas de muramidase devido atividade em substrato
bacteriano, algumas lisozimas podem exibir atividade de quitinase, ou seja, a hidrolise de
ligagcdes B-N-acetilglicosaminas da quitina, conferindo para alguns tipos proteicos a
atividade antimicotica. Esta atividade quitinolitica ¢ exibida em plantas para protejer os
tecidos vegetais contra alguns tipos de fungos filamentosos (JOLLES e JOLLES, 1984;
DIAS, 2010).

Em relagdo ao seu mecanismo de agdo as lisozimas atuam principalmente como
barreira de defesa natural contra microrganismos. Em virtude da diferenca na parede
celular bacteriana, a atividade de lise no peptidoglicano bacteriano ¢ eficaz em bactérias
gram-positivas. Bactérias gram-negativas resistem a lisozima devido a membrana externa
liposoluvel que impede o acesso da proteina ao peptidogliclano (Figura 2) (IBRAHIM et
al., 1996).

Figura 2. Parede celular bacteriana: A) Bactérias gram-positivas e B) Bactérias gram-negativas
)
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Fonte: Extraido de Vermelho e Bastos, 2007.
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O espectro de acdo antimicrobiana da lisozima ¢ bastante amplo e tem sido
considerado principalmente para organismos de satide humana. Em geral, lisozima possui
atividade in vitro contra os gram positivos Micrococcus luteus, Bacillus
stearothermophilus, Clostridium tyrobutyricum, mas baixa atividade com os gram
negativos (AMINLARI et al., 2014; DAVISON et al., 2005). Na Tabela 1 ¢ representada

o0 espectro de ag¢ao para alguns microrganismos.

Tabela 1- Espectro antimicrobiano da lisozima

a. Organismos fortemente lisados ou inibidos por lisozima

Bacillus coagulans

Bacillus stearothermophilus
Clostridium thermosaccharolyticum
Clostridium tyrobutyricum
Micrococcus spp.

Sarcina spp.

b. Organismos moderadamente inibidos ou levemente sensiveis a algum linhagem

Bacillus cereus

Brucella spp.

Campylobacter jejuni

Clostridium botulinum tipos A, Be E
Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalis

Lactobacillus spp.
Moraxella spp.
Pseudomonas aeruginosa
Yersinia enterocolitica

Leveduras: Candida albicans, Cryptococcus neoformans

c. Organismos frequentemente ndo lisados ou ndo inibidos
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Aeromonas hydrophila
Brocothrix thermosphacta
Clostridium butyricum
Clostridium perfringens
Escherichia coli O157:H7
Klebsiella pneumoniae
Lactococcus spp.
Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
Shewanella putrefaciens
Shigella spp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus thermophilus

Vibrio cholerae

Fonte: Davison et al 2005.

Na parede celular de bactérias Gram-positivas, o peptidoglicano ¢ conectado por
acidos teicodicos e polissacarideos. A razado para diferentes graus de suceptibilidade para
lisozima pode ser a quantidade de 4cidos teicdicos que pode variar entre as espécies. Ja a
complexidade da parede de bactérias gram-negativas ¢ a maior causa da resisténcia a a¢@o
tanto de lisozima quanto de outros reagentes como antibidticos, moléculas hidrofébicas

entre outros (ERCAN et al., 2015).

Virios tipos de lisozima foram encontrados, mas todos compartilham a
propriedade caracteristica de clivar ligagdes B-glicosidicas entre o carbono 1 (C1) do
acido N-acetil muramico e o carbono 4 (C4) no N-acetilglicosamina o peptidogliclano

bacteriano (DAVISON et al., 2005).

Lisozimas sao comumente divididas em seis tipos baseados em diferencas na
sequéncia de aminoacidos e em propriedades bioquimicas: 1) C-type (chicken type ou
convencional), primeiramente encontrado no ovo de galinha, ¢ presente em vertebrados

incluindo os mamiferos, tendo sido descrita também em insetos, aracnideos e crustaceos;
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2) G-type (goose egg type) seus primeiros relatos apontam para presenga em ovos de
ganso. Posteriormente, encontrada em espécies de aves como galinhas e cisnes. No
entanto, pesquisas apontam lisozima do tipo-g em algumas espécies de peixes e insetos;
3) I-type (invertebrate type) sua presenca foi descrita em invertebrados como artropodes,
moluscos, anelideos, equinodermos e nematddeos; 4) Lisozima de fagos possui
similaridade de estrutura com a lisozima tipo C; 5) Lisozima bacteriana e de fungos —
diferem do tipo C de lisozima, em fun¢do dos residuos acidos de seus aminodcidos e 6)
Lisozima de plantas — encontrada particularmente em algumas flores, raizes e tubérculos
(JOLLES E JOLLES, 1984; ALMEIDA, 2003; FREITAS, 2007; CALLEWAERT E
MICHIELS, 2010; RUAS, 2010; ZHAO et al., 2010).

As enzimas tipo G sdo significativamente maiores (20-22 kDa) que os tipo C e [
(11-15 kDa) e em geral os tipos C e G sdo proteinas basicas, o que reflete em seus altos
pontos isoelétricos, enquanto a lisozima tipo I possuem pl bastante varidveis. Em
humanos ¢ uma proteina basica com 130 aminoécidos encontrada na saliva, lagrimas,
urina, leite e pele. Em aves apresenta- se com massa de 21 kDa e 185 aminoacidos. Nos
bacteriofagos, a lisozima possui massa molecular de 18,7 kDa e 164 aminoacidos em sua
cadeia. Nos invertebrados, o massa molecular da lisozima pode variar de 15,5 - 24 kDa.
Em plantas, como o mamao, apresentam massa molecular de 25kDa (HOWARD E
GLAZER, 1967; JOLLES E JOLLES, 1984; OKA et al., 1999; CALLEWAERT E
MICHIELS, 2010).

Todavia, também estdo inseridas em um sistema de classificacdo baseado na
semelhanga da sequéncia de aminoacidos e catalise aliada a informagdes estruturais
tridimensionais das enzimas. De acordo com esta classificagdo as lisozimas estao
agrupadas em cinco familias: 22, 23, 24, 25 e 73. Pertencem a familia 22 as lisozimas do
tipo C e de invertebrados cuja estrutura ¢ formada por uma combinagdo de a-hélices e
folhas B. Na familia 23 encontram-se as lisozimas do tipo G cuja hidrélise ¢ feita por
inversao do carbono anomérico. A familia 24 ¢ composta por lisozimas fagos, bactérias
e fungos com destaque para lisozima de fagos possuindo 2 dominios e uma fenda
contendo sitio catalitico. Compondo a familia 25 estdo as lisozimas de bactérias, fagos e
fungos que possuem um unico dominio e sdo capazes de lisar a parede celular de
Staphylococcus aureus. E na familia 73 agrupam-se as lisozimas de fagos e bactérias ao
qual se desconhecem o mecanismo e residuos cataliticos (MATTHEWS et al., 1981;

FUKAMIZO, 2000; RAU et al., 2001; CANCADO; 2008; LOMBARD et al., 2014).
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Além de sua atuagdo constatada na defesa contra infec¢ao bacteriana, a lisozima
tem sido relatada com participagao na digestdo de bactérias no intestino de animais, como
os ruminantes e insetos, por exemplo. Isto acontece pela hidrolise da parede celular
bacteriana e entdo os nutrientes deste organismo sao liberados para posterior absor¢ao
celular. As lisozimas digestivas apresentam caracteristicas diferenciadas, o pH 6timo ¢
mais acido que as demais lisozimas em virtude da redu¢do do nimero de aminoacidos
basicos, apresentam alta expressao no tubo digestivo e resisténcia a proteinases acidofilas

(RUAS, 2010; CANCADO, 2008).

Em virtude das caracteristicas peculiares das lisozimas digestivas, pesquisas em
insetos tem sido realizadas a fim de compreender o mecanismo de agdo destas enzimas.
Pimentel (1991) estudou as caracteristicas funcionais e bioquimicas da lisozima das
glandulas salivares dos mosquitos adultos de Aedes aegypti constatando a diferenca na
concentragdo da proteina de acordo com o tipo de alimentacdo dos insetos. Terra e
Ferreira em 1994 publicaram uma revisao sobre enzimas digestivas de insetos, destacando
a acao de varias enzimas incluindo a lisozima. Em 1998 Regel et al., relataram a
adaptagao molecular da lisozima de Drosophila melanogaster para atuagao na fungao
digestiva. CANCADO et al., (2007) estudaram a estrutura de cristal da lisozima digestiva
tipo C da Musca domestica. Em 2008 Ursic-Bedoya et al., identificaram e caracterizaram
lisozima tipo C isolada do trato digestivo de Rhodnius prolixus, vetor da doenca de

Chagas (PIMENTEL, 1991; TERRA, FERREIRA, 1994; REGEL et al., 1998; ARAUJO
et al., 2006; CANCADO et al., 2007; URSIC-BEDOYA et al., 2008).

2.2 Lisozima de invertebrado

A lisozima tipo I ocorre nos filos molusca, anelida, echinoderma, nematoda e
artropoda. Analises de genoma completo de insetos depositados em bancos de dados
revelaram a presenca da lisozima tipo I em todos os genomas sugerindo que estas enzimas
estdio amplamente difundidas, se ndo, universalmente presente em todos insetos
(CALLEWAERT e MICHIELS, 2010).

Em invetebrados, a lisozima pode servir como uma barreira protetora primaria,
uma vez que estes organismos nao produzem imunoglobulinas (WEI et al., 2012). Nas

ultimas décadas ¢é crescente o interesse na distribui¢ao e caracterizagdo de lisozimas de
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invertebrados, que incluem lisozimas de insetos de interesse epidemiologico, como os
vetores de doencas tropicais.

Os mosquitos do género Aedes: A.aegypti e A. albopictus, sdo vetores de doencas
como a dengue, zika virus, febre chikungunya e febre amarela. Ursic-Bedoya et al.,
(2005) estudaram o mosquito Aedes aegypti e identificaram que a lisozima estava
presente desde o estagio larval até a fase adulta do mosquito em suas glandulas salivares
e no trato digestivo e, concluiram que a lisozima atua auxiliando na digestao e no sistema
digestivo destes insetos. Em 2003, Hernandez e colaboradores caracterizaram lisozimas
de Aedes albopictus secretadas apoOs tratramento com bactérias mortas por aquecimento.
Neste estudo eles concluiram que as lisozimas presentes em Aedes se assemelham as
lisozimas encontradas em mosquitos do género Anopheles, quando analisadas
filogeneticamente (HERNANDEZ et al, 2003; VASCONCELOS, 2003; URSIC-
BEDOYA et al., 2005; VIANA E IGNOTTI 2013; LEPARC-GOFFART et al., 2014;
PETERSEN et al., 2016).

Em 1996, Kang e colaboradores isolaram e caracterizaram o gene da lisozima de
Anopheles gambiae, um dos vetores da malaria no continente africano. Os pesquisadores
notaram que o mosquito ao alimentar-se de agucar, aumentava consideravelmente o
nimero de lisozimas em relacdo ao repasto sanguineo. Esta observagdo os levou a
concluir que ao ingerir aglicares 0os mosquitos poderiam ser contaminados com bactérias
e fungos, enquanto o consumo de sangue seria estéril. Logo, a lisozima poderia estar

atuando no sistema inume dos mosquitos durante a digestao (KANG et. al., 1996).

Com base neste trabalho em 1998 Moreira-Ferro et al., publicaram um estudo
genOmico sobre a lisozima presente nas glandulas salivares do Anopheles darlingi, o
principal vetor neotropical da maldria em humanos no continente americano. As
glandulas salivares do mosquito fémea de A. darlingi foram isoladas e sequenciadas e
encontrou-se uma proteina similar a lisozima descrita em outros insetos, nomeada Lysdar.
Os estudos relataram atividade desta lisozima tanto nas glandulas salivares quanto
abdomen com pH 6timo variavel: 6,0 e 5,0, respectivamente e massa molecular variando

entre 13,4 — 16 kDa, com ponto isoelétrico 8.42 (MOREIRA-FERRO et al., 1998).

A morfologia e bioquimica das glandulas salivares de 4. darlingi foram analisadas
por Moreira-Ferro et al. 1999 e por Moreira et. al. 2001, em ambas as pesquisas houve
diferengas morfolégicas no aparelho bucal entre machos e fémeas. Em relagdo as

avaliagdes bioquimicas constatou-se que machos e fémeas possuem lisozima, no entanto
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foi apontada divergéncias na quantidade de proteinas em suas glandulas salivares.

(MOREIRA-FERRO ef al. 1999; MOREIRA et al., 2001).

Estudos posteriores sobre o transcriptoma das glandulas salivares de Anopheles
darlingi descreveram uma série de proteinas com diferentes fung¢des incluindo a lisozima.
Em razdo de algumas varia¢des nas lisozimas encontradas sugeriu-se que esta enzima

tenha origem em genes distintos (CALVO et al., 2004; CALVO et al., 2009).

Estudos recentes de Kajla ef al., 2011 e Lapcharoen et al., 2012 apontam a
lisozima como agonista no processo de desenvolvimento do Plasmodium em Anopheles
gambiae e Anopheles dirus, respectivamente, ¢ sugerem estudos para entender essa
relacdo e possivelmente utiliza-la no combate contra a malaria (KAJLA ef al., 2011;

LAPCHAROEN et al., 2012).

2.3 Aplicacoes da Lisozima

Em razdo de suas diversas aplica¢des as enzimas industriais estdo divididas em
trés categorias: 1) enzimas técnicas abrangendo detergentes, produtos téxteis e cuidados
pessoais; 2) enzimas alimentares utilizadas em paes, vinhos, sucos, 6leos; e 3) enzimas

de alimentag¢dao animal (CHERRY; FIDANTSEF, 2003).

A lisozima € uma das enzimas que tem sido amplamente utilizada na biotecnologia
pela sua acdo antimicrobiana e devido algumas bactérias ndo apresentarem resisténcia a

essa enzima (IBRAHIM et al., 2002; SCHENBERG et al., 2010; SAHOO et al., 2012).

Na industria de bebidas a lisozima ¢ usada na fabricacao de vinho para inibir o
crescimento de bactérias lacticas (BLA) que convertem o acido malico em acido lactico
alterando o vinho. Na produ¢do de etanol, testes com adi¢do de lisozima nos extratos
foram realizados e bons resultados foram alcancados no combate a contaminagdo
bacteriana (GAO et al., 2003; DIAS, 2010; SCHENBERG et al., 2010). Na Europa a
lisozima ¢ usada na producao de queijos impedindo a sua deterioragdo pelo crescimento
de mircorganismos indesejaveis. Em paises da Asia ¢ muito aplicada em massas, saladas
e vegetais. Uma das razdes para o seu emprego em detrimento de outros agentes quimicos
¢ a atividade contra Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus,
microrganismos patogénicos psicrofilicos entre outros (JOHANSEN et al, 1994;

DAVISON et al., 2005).
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No campo farmacéutico, diversos trabalhos utilizam a lisozima como um
antimicrobiano de acdo isolada ou em conjunto com outra substancia. Valenta et al., 1998
demonstraram a eficiéncia da conjugag¢ao da lisozima e acido caféico na conservagao de
produtos dérmicos. Ibrahim et al., 2002 propuseram estratégias de uso e o melhoramento
da lisozima para ampliar sua efetividade em bactérias gram-negativas. Sahoo et al., 2012
relataram em seu estudo alguns tratamentos em que a lisozima ¢ incorporada a varios
antibioticos, enzimas e vitaminas (VALENTA et al., 1998; IBRAHIM et al., 2002;
SAHOO et al., 2012).

Em 2015, Pardieu ef al. propuseram a suplementagdo com lisozima na prevengao
de tuberculose em pacientes que apresentem doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC). Cebrian et al., 2018 examinaram a eficacia de uma bacteriocina chamada AS-
48 combinada com a lisozima contra Propionibacterium acnes, bactéria causadora de
acne e concluiram que a combinacdo de AS-48 e lisozima mostrou eficdcia e potencial
bactericida contra patdogenos resistentes aos antibidticos convencionais. Em aplicagdes
clinicas, a lisozima ¢ proposta como antimicrobiano, mas também em tratamentos
antiviral e antiinflamatério em humanos e animais (PARDIEU et al., 2015; CEBRIAN et
al.,2018; BEHBAHANI et al., 2018).

A lisozima também tem sido estudada para atuar como adjunto em suplemento
alimentar animal. Lichtenberg et al., 2017 expressaram a lisozima de Acremonium
alcalophilum e a utilizaram para incrementar a racdo de frangos. Seus resultados
apontaram que a enzima pode ser adicionada a alimentagdo dos animais sem causar

nenhum dano e atuar na defesa de infec¢do bacteriana (LICHTENBERG et al., 2017).

Além de suas aplicacdes industriais a lisozima também ¢ utilizada em
procedimentos laboratoriais de biologia molecular e microbiologia em virtude da sua acao
de sensibiliza¢do das paredes celulares de bactérias Gram-positivas, especialmente em
processos extragdo de DNA, lise celular e obtencao de extratos de proteinas (DE-SOUZA
etal., 2016).
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2.4 Mercado de enzimas

As enzimas sdo fundamentais em uma gama de processos biologicos e, a
biotecnologia como parte essencial na expansdo dos processos industriais, busca novas
caracteristicas das enzimas para aprimorar procedimentos e inovar no desenvolvimento
de novos produtos e formulacdes (ORLANDELLI et al., 2012; SANTOS et al., 2016;
DIAS; DE CARVALHO, 2017).

O mercado global de enzimas industriais durante os anos de 2008 — 2009 esteve
imune a crise financeira e cresceu moderadamente. No ano de 2010, o mercado das
enzimas girou em torno de 3,7 bilhdes de doélares, tendo as hidrolases como maior
representante neste mercado, aproximadamente 75% das vendas. Em 2012, as vendas no
mercado global de enzimas eram compostas por 31% de enzimas alimentares, 6% em
alimentag@o animal e 63% em enzimas técnicas. Em 2014, o mercado global de enzimas
industriais girou em torno de 4,2 bilhdes de dolares. A previsao de crescimento em 2018
indicava que o mercado global de enzimas industriais alcancaria 5,6 bilhdes de dolares.
Com estes dados ¢ possivel prever um crescimento na demanda por enzimas e valores
aproximados a 6,3 bilhoes de dolares até 2021 (SARROUH et al., 2012; KUMAR et al.,
2014; SANTOS et al., 2016; SINGH et al., 2016; PRASAD E ROY, 2018).

Os consumidores mais vorazes deste mercado sdo a América do Norte e Europa,
no entanto outras regides como Asia-Pacifico, Africa e Oriente Médio também despontam
como compradores desta tecnologia. Os maiores produtores sdo os Estados Unidos
(EUA), Japao e Europa, com destaque para Dinamarca com a Novozymes e Danisco,
Genencor nos EUA, BASF na Alemanha e DSM na Holanda. Somente nos Estados
Unidos, o comércio de enzimas passou de 1,3 bilhdes de délares em 2002 para 5,1 bilhdes
de délares no ano de 2009. Entretanto com a aceleracdo da economia, China ¢ India
comecam a despontar nesse mercado. Em 2013, a China ocupou o 3° lugar entre os
maiores exportadores com 20% do mercado, perdendo apenas dos EUA com 40% e
Europa com 25% das exportagdes. Neste mesmo ano, a India comercializou 3.387,30
milhdes de dolares em enzimas, com previsdao de aumento especialmente com demanda

no mercado interno (SARROUH et al., 2012; BINOD et al., 2013; KUMAR et al., 2014).

Na América Latina, no ano de 2005, cerca de 80% do consumo eram de enzimas

industriais, com destaque para alimentos e bebidas. Esta demanda representava 3,4% da
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demanda mundial, sendo o Brasil o principal consumidor com uma fatia de 2,4% do total
na regido. No que se refere as enzimas especiais em relagdo a kg a Lisozima e seu
cloridrato foram os mais importados pelo Pais. Neste mesmo ano, o mercado brasileiro
de enzimas foi avaliado em 147,5 milhdes de dodlares, desse montante 20,6 milhdes em
exportagdes e 126,6 milhdes em importacdes correspondendo a 3,7% do mercado
internacional. Dentre os Estados que mais importam e exportam estdo Sdo Paulo, Rio
Grande do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Minas Gerais ¢ Santa Catarina (POLITZER E
BON, 2006).

Em 2012, o Ministério do Desenvolvimento, Industria ¢ Comércio Exterior
(MDIC) apresentou um diagndstico sobre a biotecnologia no Pais. Os resultados deste
documento mostraram que 95% das empresas desta area estdo localizadas na regido
Sudeste (73,7%) e Sul (15,7%). As areas de atividade de satide humana,
reagentes/insumos e agriculturas obtiveram maior destaque e as enzimas industriais foram
relatadas com grande frequéncia como um futuro investimento. De acordo com este
documento, o mercado brasileiro de enzimas foi avaliado no ano de 2011, em 119 milhdes
de dolares e as exportagdes em 52 milhdes de dolares, destacando o Brasil como
importador de enzimas. Em 2014, a Confederagdo Nacional das Industrias apresentou
uma pesquisa sobre bioeconomia no Brasil durante o 3° Férum de Bioeconomia. Foram
entrevistados um total 160 pessoas composta por 100 representantes de empresas, 40
pessoas do poderes Executivo e Legislativo e 20 académicos. Constatou se que 78,8%
ndo acreditava haver seguranga juridica no Brasil para desenvolver a bioeconomia, 65,6%
dos entrevistados afirmaram nao haver mao de obra qualificada. No entanto, 92% dos
entrevistados afirma que o Brasil pode se tornar referéncia mundial se souber utilizar o

grande potencial da biodiversidade (BRASIL, 2012; MONACO, 2014; ARRUDA, 2017).

2.5 A levedura Pichia pastoris (Komagataella phaffii) como sistema de expressio

heterologa.

Em biotecnologia, os sistemas de expressao heterdloga sao aqueles capazes de
expressar proteinas oriundas de outros organismos, para tal sdo usados microrganismos e

cultivos de células animal e vegetal (TAMAS, SHEWRY, 2006).
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Os microrganismos mais utilizados para expressao de proteinas sdo: Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae ¢ Pichia pastoris. Embora os procariotos tenham se
estabelecido como poderosos sistemas de expressao de mensagens genéticas heterélogas,

os hospedeiros eucariotos apresentam consideraveis vantagens (CARMO et al, 2015).

Estas vantagens sdo importantes, principalmente, quando as proteinas a serem
expressas sao eucarioticas, em funcdo da semelhanga de certas caracteristicas
moleculares, genéticas e bioquimicas entre espécies eucarioticas. Uma das principais
vantagens destes sistemas de expressao ¢ a capacidade de processar modificagdes pos-
traducionais e proporcionar altos niveis de expressdo da proteina heteréloga (CREGG et

al., 1993; WANDERLEY, 2011).

Dentre os microrganismos usados para expressar proteinas heterdlogas, a levedura
metilotrofica Pichia pastoris, reclassificada como Komagataella phaffii, tem obtido
grande destaque em virtude da sua facil manipulacdo genética, possuir o status GRAS
(Generally regarded as safe), capacidade de expressar altos niveis de proteinas
extracelular e intracelular com correto processamentos e maturacdo (CEREGHINO et al.,
2002; BARROS, 2006; RUBINI, 2009; CAVALCANTI, 2010; ARAUJO, 2012;
AHMAD et al., 2014; ANASTACIO, 2014).

Em Pichia pastoris, existe a enzima alcool oxidase - AOX — dentro de uma
organela chamada peroxissoma, responsavel pela metabolizacdo de metanol na levedura.
A reagdo inicialmente libera dgua oxigenada e formaldeido. A 4dgua oxigenada ¢
convertida em agua e oxigénio. Parte desse formaldeido ¢ oxidado em forma de COz ¢ o
restante ¢ condensado para formacdo de duas moléculas contendo 3 carbonos:
gliceraldeido-5-fosfato (GAP) e fosfato de di-hidroxiacetona. O GAP entdo ¢ liberado e

participa da conversao de diversos constituintes celulares (CREGG et al., 2018).

O promotor AOX1 altamente reguldvel controla a expressdo dos genes aoxl e
aox2, sendo expresso na presenca de metanol e inibido na presenga de outras fontes de
energia como glicose, glicerol ou etanol. Seu controle em fase transcricional associado a
processos fermentativos induzidos pelo metanol facilitam sua utilizacdo em diversos
processos industriais e biotecnologicos (CREGG et al., 1985; CREGG et al., 1993;
CEREGHINO, CREGG, 2000; CREGG et al., 2000; CEREGHINO et al., 2002;
MACAULEY-PATRICK, 2005; BARROS, 2006; CARMO, 2010; WANDERLEY,
2011; AHMAD et al,, 2014; BYRNE, 2015).
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Embora a utilizagdo do promotor AOX1 seja amplamente utilizada existem
situagdes em que seu uso ndo ¢ recomendado, por exemplo na industria alimenticia.
Alternativamente, foram desenvolvidos promotores ndo induziveis por metanol:
promotor GAP (gliceraldeido-3-P desidrogenase) — promotor constitutivo induzido com
glicose, pFLDI (formaldeido desidrogenase 1) — Induzivel com metilamina ou glicose,
pGUTT1 (glicerol quinase) — promotor constitutivo induzido com glicose ou etanol, pPGK
(3-fosfoglicerato quinase) — promotor constitutivo que pode ser induzido com glicose

(CEREGHINO et al., 2000; AHMAD et al., 2014).

Assim como h4 uma variedade de promotores também existem numerosos vetores
de expressdo em Pichia pastoris. Em suma, sdo vetores bifuncionais que podem ser
utilizados para transformacao em E. coli ou em leveduras, com marcas de selecao
auxotrofica (HIS4, ARG4, URA3) e dominante (ZEOr) (MACAULEY-PATRICK et al.,
2005; CARMO, 2010; AHMAD et al., 2014).

A integracdo dos vetores de expressao no genoma de P. pastoris confere 3
fenotipos distintos: Mut" (Methanol Utilization Plus) — possui os dois genes aox 1 e 2
funcionais e seu crescimento se assemelha ao da levedura selvagem; Mut® (Methanol
Utilization Slow) — possui apenas o gene aox2 funcional e apresenta fraca transcrigdo;
Mut (Methanol Utilization Minus) — os dois genes aox nao sdo funcionais.

(CEREGHINO et al., 2000; CARMO, 2010; INVITROGEN, 2014).

Sendo assim, o gene da lisozima proveniente de Anopheles darlingi foi clonado e
expressado utilizando a levedura metilotrofica Pichia pastoris como sistema de expressao

de proteinas heter6logas e as condi¢des de reacdo enzimatica foram determinadas.

3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral
Realizar a clonagem e expressao da lisozima de Anopheles darlingi em Pichia

pastoris e estabelecer as condigdes de lise da parede celular bacteriana.

3.2 Objetivos especificos

1. Integrar o cassete de expressdo de lisozima anofelina no genoma de Pichia
pastoris;
2. Expressar a proteina recombinante em producdo em frascos agitados;
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3. Determinar as condi¢des 6timas da atividade enzimatica em relagdo ao pH e
temperatura.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Estratégia

MONTAGEM DO VETOR TRAN SFORMACAO E
DE EXPRESSAO EM INTEGRACAO DO
LEVEDURA VETOR pPIC-ES
* Ligacio do gene lisozima no vetor * Transformar em P. pastoris

de expressiao pPIC GS115
* Analise de restri¢ao * Analisar a integracdo por PCR

J/ J

ATIVIDADE DA \ EXPRESSAO E
PROTEINA PRODUCAO
RECOMBINANTE

* Colony blot — SDS PAGE
* Testes de atividade enzimatica *Inducio com metanol

4.2 Linhagens hospedeiras

Escherichia coli DH5a — F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rk mx"), A~. Frequentemente
usada para rotinas de clonagem molecular (INVITROGEN,2014).

Pichia pastoris GS115 his4 — Esta linhagem comercializada pela Invitrogen,
possui uma mutagdo no gene his4 impedindo a sintese de histidina, cujos transformantes
sao selecionados através de meio seletivo deficiente em histidina (INVITROGEN, 2014).

Utilizou — se para expressao da enzima recombinante lisozima de Anopheles darlingi.

Pichia pastoris GS115 produtora da glicoamilase (GLA) de Aspergillus awamori
(CARMO, 2010). Usada como controle experimental negativo no teste de colony blot.
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Pichia pastoris GS115 produtora do hormoénio de crescimento de tambaqui (tGH)
Colossoma macropomum (SADALLA-PINTO, 2012). Utilizada como controle positivo

de expressao da cauda de histidina no teste de colony blot.

4.3 Vetores utilizados

pBlueScript K Lisozima — O vetor utilizado neste trabalho contém a sequéncia
génica da lisozima de Anopheles darlingi com aproximadamente 400 pb, obtida a partir
de sintese quimica, baseada na sequéncia obtida no banco de dados do NCBI e
previamente otimizado para expressdo na levedura Pichia pastoris. A sequéncia
codificadora contém nas extremidades os sitios das enzimas de restri¢ao EcoRI e Notl e
uma cauda de histidina na por¢ao C-terminal gerando o fragmento no vetor de clonagem
pBSK fornecida pela Gen Script apresentado na figura 03. A otimizacdo da sequéncia foi
previamente desenvolvida no Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) pelo Dr. Marcos
César Fernandes Pessoa, Dr. Edson Junior do Carmo e Dra. Erika Izumi.
Figura 03: Mapa fisico do vetor de clonagem pBSK contendo o gene da lisozima de Anopheles darlingi.

A regido estrutural do gene de lisozima (amarelo) esta flanqueada pelas sequéncias das endonucleases de

restri¢do EcoRI e Nofl para a subclonagem direcionada no vetor de expressao e secre¢ao.

pBSK-Lisozima

3282 bp

e
% Lisozima

Fonte: Genescript (2012).
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pPIC/gla— E um vetor de expressdo e secre¢io em Pichia pastoris baseado no
vetor pPIC9. Contém um promotor AOX1, um fator a de secre¢do de Saccharomyces
cerevisae, 0 gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecdo dominante em E.
coli, marca de sele¢dao auxotrofica HIS4 para selecdo em levedura e possui o gene gla
(glicoamilase de Aspergillus awamori) de aproximadamente 1700 pb clonado nos sitios
de enzimas de restricdo EcoRl e Notl (CARMO 2010). O cassete de expressao ¢
flanqueados por sitios de restricdo da enzima Bg/Il para sua linearizagdo, conforme
observado na figura 04. Esse vetor foi utilizado para subclonagem do gene de lisozima

nos sitios EcoRI e Notl apos a excisdo do gene gla.

Figura 04: Mapa fisico do vetor de expressdo pPIC/gla baseado no vetor pPIC9. Em amarelo ¢é
apresentado o gene gla (glicoamilase de Aspergillus awamori) de aproximadamente 1700 pb clonado nos

sitios das enzimas de restrigdo EcoRI e Notl

{66) Xhol SnaBI (75)
EcoRI (80)

(8562) Bglll iy

N Notl (1807)
"l" ==Ll

pPICGLA

9700 bp Sall (2487)

" Stul (2496)

Balll (4753)

Fonte: CARMO,2010.
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4.4 Montagem de vetor de expressio e secrecio em levedura

4.4.1 Preparo de células competentes para transformac¢ao e multiplicacao dos
vetores.

Células de Escherichia coli DHS5a cresceram overnight a 37°C em meio Luria
Bertani (LB) liquido (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NacL 10 g/L) para
preparacdo para eletrocompeténcia. Para tal, foi inoculado em 5 mL de meio LB uma
coldnia da bactéria e mantendo — se em agitagdo constante overnight a 37°C. Ap0s esse
periodo, foi retirado 0,5 mL e inoculado em 200 mL de meio LB sob agitacdo constante
a 37°C para atingir O.Desoo= 0,7. Atingindo a densidade Optica, a cultura bacteriana foi
mantida em gelo durante 30 minutos a 1 hora e, posteriormente separada em tubos cada
um contendo 50 mL da cultura e entdo centrifugados a 4000xg durante 10 minutos a 4°C.
Apos esta etapa, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido
vagarosamente com 20 mL de glicerol 10% estéril e gelado. Em seguida os tubos foram
submetidos a nova centrifugacdo de 4000xg durante 10 minutos a 4°C descartando — se o
sobrenadante e ressuspendendo em 20 mL de glicerol 10% estéril e gelado, este
procedimento foi realizado 3 vezes consecutivas. O pellet celular obtido ao final desta
etapa foi ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% gelado e estéril e retiradas aliquotas de
80ul para adicdo em microtubos e posterior congelamento e estoque em freezer na

temperatura de -80°C.

4.4.2 Transformacao bacteriana

As células competentes de E. coli DH5a foram transformadas por eletroporagao.
Esta técnica consiste na aplicacdo de uma descarga elétrica a fim de desestabilizar a
membrana externa das células por meio da formacao de poros que permitem a entrada do

DNA exo6geno (DOWER et al., 1988).

O procedimento consistiu no descongelamento em banho de gelo das bactérias
competentes estocadas no freezer -80°C, seguida da adi¢ao de cerca de 20 ng do DNA
plasmidial pBSK lisozima e pPIC/gla. As misturas foram transferidas para cubetas de 1
mm, mantidas no gelo, e receberam descarga elétrica de 1900 Volts no aparelho

eletroporador. Apds a descarga elétrica, o contetido da cubeta foi recuperado com 1 mL
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de meio LB liquido e transferido para microtubo de 2 mL estéril, sendo incubado em

seguida a 37°C durante 1 hora sob agitacao lenta.

Ap6s este procedimento, foram semeadas em meio LB solido contendo o
antibiotico ampicilina na concentragao de 100 pg/ml e incubadas em estufa bacterioldgica
durante 18 horas a 37°C, para posterior visualizagdo do crescimento bacteriano e selegao
dos clones transformantes através da resisténcia a ampicilina conferida pela introdugao

do plasmideo.

4.4.3 Extracio DNA plasmidial

Apo6s transformacdo, o DNA plasmidial de pBSK lisozima e pPIC/gla foram
extraidos por “preparacdo caseira” utilizando as solugdes: 1) Solugao I: Tris-HCI 100mM
pH 8, EDTA 10mM pHS, Lisozima 2mg/mL — para manuten¢do da osmolaridade; 2)
solugdo II: NaOH 0,2M, SDS 1% (p/v) — lise celular; 3) solucdo III: Acetato de sddio ou
potassio 5SM, pH 4,8— precipitacdo; 4) RNAse A (10mg/mL); 5) Tampao TR: EDTA
0,2mM, Tris-HCl 10mM pH 8.

Em 5 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido suplementado com 100 pg/ml de
ampicilina foram adicionadas coldnias pds transformagao para extragdo e purificagdo dos
vetores. Este pré-indculo foi incubado sob agitacdo de 150 rpm a temperatura de 37°C
durante 18 horas. Apos turvagdo das culturas nos tubos de ensaio, foram separados em
microtubos 3mL de cultura, em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000xg
durante 2 minutos descartando o sobrenadante. O pellet celular decorrente foi
ressuspendido em 200 pL da tampao TE gelada (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM
pH 8,0; Lisozima 2 mg/mL) sendo agitado em vortex, acrescido de 1 pLL de RNase A
(10mg/mL) e incubados em temperatura ambiente durante 10 minutos. Ao final do tempo
de incubagdo, 360 pL da solugdo II (NaOH 0,2M; SDS 1%) foram adicionados e
misturados por inversao sendo incubados no gelo por 5 minutos. Posteriormente, 300 puL
da solugdo III gelada (Acetato de Potassio 5M, pH 5,8) foram adicionados e
homogeneizados por inversdo até a verificagdo de um precipitado claro. A amostra foi
centrifugada a 12. 000xg durante 5 minutos a fim de separar o DNA cromossomal e restos
celulares para recuperacao do sobrenadante em novo microtubo. Em seguida adicionou-
se um volume (1V) de isopropanol, os tubos foram invertidos e mantidos durante em

temperatura ambiente por 5 minutos e, posteriormente centrifugados a 12.000xg durante
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5 minutos. O sobrenadante foi descartado € o excesso de isopropanol foi removido. Foi
adicionado 1mL de etanol 70% gelado ao tubo e se efetou nova centrifugagao de 12000
xg durante 5 minutos, descartando o sobrenadante. Para secagem do liquido restante os
tubos foram mantidos em fluxo de ar corrente presente nas cabines de seguranca
biologica. Foram adicionados 100 pL de Tampao TR (EDTA 0,2 mM; Tris-HCI 10 mM
pH 8,0) a fim de diluir o DNA plasmidial.

A extragdo dos vetores foi confirmada por meio da visualizagdao da topologia do
DNA plasmidial em eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo

0,5 pg/ml.

4.4.4 Analise de restricio com endonucleases

Os plasmideos extraidos receberam tratamento com as enzimas de restricdo EcoRI
e Notl durante 2 horas e 30 minutos seguindo as recomendacdes do fornecedor New
England Biolabs (NEB). Esta etapa consistiu na liberagdo do fragmento de interesse de
400 pb correspondentes ao gene da lisozima de Anopheles darlingi do vetor de clonagem
pBSK e obter o vetor de expressao e secrecao pPIC9 de 8 kb apds a liberacdo do gene
glicoamilase (gla) de 1,7 kb.

A liberagao dos fragmentos do gene de lisozima (lis) e da glicoamilase (gla) foram
confirmadas através da analise do perfil eletroforético realizada em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio 0,5 pg/ml. Sua visualizacdo foi realizada em camara de luz

ultravioleta (UV).

4.4.5 Purificacio do gene da lisozima e do vetor de expressao e secrecio pPIC9.

Apo6s confirmagado da liberagcdo do gene da lisozima (400 pb) e do gene gla para
obter o vetor pPIC9 (8 kb), as bandas correspondentes foram excisadas e purificadas de
acordo com o protocolo do kit Illustra GFX PCR and gel band purification. Para
confirmagdo da etapa de purificagdo, as amostras de lisozima e pPIC9 foram analisadas
por migracao eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio 0,5

ng/ml e visualizado em camara de luz ultravioleta (UV).



35

4.4.6 Ligacao da regiao estrutural do gene de lisozima no vetor de expressao e
secrecao pPIC9

Ap6s a purificacdo, o gene da lisozima foi ligado ao vetor de expressdo e secre¢ao
pPIC9 com a utiliza¢do da enzima T4 DNA ligase, conforme orientagdo estabelecida no
protocolo do fornecedor. O sistema de ligagdo com volume final de 30 pul contendo 4,5
ul de H2O deionizada, 3 pl de tampao DNA ligase, 5 pl do vetor de expressao pPIC9
(cerca de 80 ng), 17 ul do gene de lisozima (cerca de 12 ng) e 0,5 ul de T4 DNA ligase
foi incubado a 16°C durante 18 horas. A razdo 1:3 (vetor:inserto) foi empregada em
concentracdo em massa em ng de DNA. O produto de ligagdo foi concentrado por

precipitagdo de acidos nucléicos e introduzido em E. coli para multiplicacao.

Para precipitacdo de acidos nucléicos foi adicionado 100 pg glicogénio, 1/10 do
volume de NaCl 3M e 2,5x do volume de etanol 100% P.A. gelado, mantendo-se
incubado no gelo durante 4 horas a 4°C, centrifugando durante 1 hora, a 4°C, 7000xg. O
sobrenadante foi descartado, com uma lavagem com etanol 70% gelado, centrifugando
novamente nas mesmas condi¢des durante 30 minutos, descartando o sobrenadante ¢ com

posterior secagem do tubo, adicdo de 5 ul H>O deionizada e eluicao por 2 horas a 37°C.

4.4.7 Transformac¢ido bacteriana para multiplicacio do vetor quimera
(pPI1CY/lisozima)

Ao término da precipitagdo para concentracdo e eluicdo do vetor recombinante,
efetuou-se a transformagdo bacteriana com o sistema de ligagdo em condigdes
semelhantes ao topico 4.4.2., a fim de que o vetor de expressdo e secrecdo pPIC9 com o

gene de lisozima subclonado fosse incorporado na E. coli DH5a.

Apoés confirmagdo da transformagdo ocorreu a extracdo do DNA plasmidial
seguindo o protocolo do Kit mini prep QIAGEN, baseado na lise alcalina das células
bacterianas e adsor¢ao do DNA na presenga de altas concentracdes de sal, para retirada

do plasmideo das células bacterianas.
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4.4.8 Analise de restricio para confirmacio da subclonagem do gene lis no
vetor de expressao e secre¢io pPIC9

Para confirmagdo da constru¢do do vetor de expressao foi feita a andlise de
restricdo seguindo as recomendac¢des do fabricante New England Biolabs com as enzimas
EcoRI e Notl que flanqueam o gene de lisozima subclonado no vetor de expressdo e
secre¢do. O resultado foi observado através de eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo 0,5 pg/ml e visualizacdo em camara de luz ultravioleta

(UV).

4.5 Transformacio genética de levedura e integracio do vetor no genoma de

Pichia pastoris.

4.5.1 Preparo de levedura Pichia pastoris competentes para transformacio
genética

Células de Pichia pastoris GS115 his4 crescidas em meio Yeast extract Peptone
Dextrose (YPD) liquido (peptona 20 g/L, extrato de levedura 10 g/L, dextrose 20 g/L),
foram mantidas sob agitacdo constante a 30°C para atingir O.Dgoo= 1,5. Em seguida, a
cultura foi centrifugada a 1500xg, a 4°C durante 10 minutos e ressuspendida em 20 mL
de agua estéril. Esta etapa foi repetida 3 vezes, seguida de centrifugacao a 1500xg, a 4°C
por 10 minutos e lavagem com sorbitol 1M. As células competentes de Pichia pastoris

GS115 foram estocadas em freezer -80°C, para uso em etapas posteriores.

4.5.2 Linearizacio do cassete de expressao

O vetor de expressao e secrecao na concentracao de 10ug foi linearizado com 1U
de enzima de restrigdo Bg/ Il que flanqueia o cassete de expressao de lisozima no vetor
pPIC9, para integra¢do no genoma de Pichia pastoris GS115. Esta etapa € necessaria para
obtencao do cassete de expressao da levedura, apds a linearizagdo do plasmideo a regido
funcional em bactéria foi descartada. A linearizacao foi confirmada pela visualizagao de
dois fragmentos em gel de agarose, um fragmento de aproximadamente 6 kb

correspondente ao cassete de expressdo de lisozima e um fragmento de cerca de 2,4 kb
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referentes as regides do vetor pPIC9 funcionais em E. coli. O vetor linearizado foi

concentrado por precipitacdo e introduzido na levedura Pichia pastoris por eletroporagao.

4.5.3 Transformacio da levedura por eletroporacao

As células competentes de P. pastoris GS115 his4 foram misturadas com 10 pg
do cassete de expressdo linearizado e este sistema incubado no gelo durante 5 minutos.
Em seguida, as células foram transferidas para a cubeta de 2 mm de eletroporador e
submetidas a descarga elétrica de 1500 V, sendo adicionado imediatamente sorbitol
gelado e o contetido transferido para o microtubo estéril. Apos o choque elétrico foram
plaqueadas em meio seletivo Minimal Dextrose Medium (MD) so6lido (YNB 1,34%,
Biotina 4x1073%, Dextrose 2%, Agar 15 g/L) com ampicilina 100 pg/mL incubadas a
30°C e selecionadas pela habilidade de crescimento em meio minimo sem aminodcidos.
As coldnias que receberem o plasmideo terdo a capacidade de produzir os aminoacidos
essenciais incluindo histidina presente no vetor de expressdo e ausente na linhagem
GS115, portanto crescerdao no meio de cultivo sem a presenca de nutrientes. Os
transformantes foram confirmados por cultivo em meio seletivo sem histidina por trés
repiques e posteriormente confirmada a integrag@o e analisados quanto a capacidade de

produzir e secretar a enzima ativa.

4.5.4 Confirmacio da integracio do gene lis no genoma da levedura

ApOs a selecao por auxotrofia foi realizada a confirmagao da recombinacao nos
clones selecionados. Para este proposito foi extraido o DNA total de P. pastoris e

utilizado como molde para determinar a integragcdo do gene lis por PCR.

4.5.4.1 Extracao de DNA de Pichia pastoris

As coldnias resultantes da transformagao foram transferidas para meio sélido YPD
contendo ampicilina 100pug/ml. Apos crescimento nas placas, efetuou-se indculo em meio

YPD liquido e mantendo-se a 30°C durante 24 horas.
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As culturas crescidas foram centrifugadas por 10 minutos a 12000xg, o
sobrenadante foi descartado e adicionando 500uL do tampao H (2% Triton x-100; 1%
SDS; 100mM NaCl; 10mM Tris HCI pH 8; Imm EDTA). Em seguida foi feito choque
térmico a 95°C por 1 minuto e em cuba com gelo por 2 minutos repetindo por seis vezes.
Os sistemas foram agitados por vortex durante 30 segundos, adicionando cloroférmio em
seguida e agitando novamente por 2 minutos. Posteriormente, os sistemas foram
centrifugados a 12000xg por 10 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi
recuperado seguido de adicdo de etanol 100% gelado, homogeneizados por inversdo e
incubados a -20°C. Apo6s um periodo de 5 minutos, foi centrifugado novamente nas
condig¢des anteriores, descartando o sobrenadante. O pellet restante foi lavado com etanol
70% e centrifugado novamente nas mesmas condigdes anteriores. O sobrenadante foi
removido e o pellet celular seco ressuspendido em H>O deionizada seguido da adigdo de

RNAse e incubados em banho seco a 37°C durante 20 minutos.

A confirmacao da extragdo do DNA de levedura se deu através da analise do perfil

eletroforético corado com brometo de etideo 0,5 pg/ml em luz ultravioleta (UV).

4.5.4.2 Amplificacio do cassete de expressio por PCR para deteccio da
integracao do gene lis

Apos a confirmacao da extracdo do DNA da levedura, foram coletadas e diluidas
aliquotas para amplificagdo do gene da lisozima por PCR utilizando primers especificos
do vetor pPIC9. O sistema foi montado de acordo com o protocolo de PCR contendo:
H.0, solugio tampdo 10x, Mg** 50mM, dNTP 2,5 mM, Taq DNA polimerase 5 U/ul,
primer F(AOX5’) 5 pmol/ul, primer R (AOX3”) 5 pmol/ul e 21ng de DNA molde.

4.6 Producao e caracterizacdo da lisozima recombinante

4.6.1 Confirmacio da expressio de lisozima de A. darlingi em P. pastoris

A confirmacdo da expressdao do gene lis foi realizada pelo reconhecimento da
cauda poli-histidina dos clones produtores da enzima. Os clones foram cultivados em
meio soélido para producdo da lisozima por inducdo com metanol e posteriormente

analisados por colony blot para deteccao de his-tag fusionada na enzima recombinante.
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4.6.2 Induciao em placa dos clones recombinantes para analise de expressdo por
imunodeteccio

Para andlise da expressdo foram selecionados clones recombinantes de Pichia
pastoris com cassete de expressao de lisozima integrado no genoma, um clone de Pichia
pastoris GS115 sem inserto, um recombinante de Pichia pastoris produtor de
glicoamilase (ambos controle negativo por nao produzir proteinas com cauda de histidina)
e um recombinante Pichia pastoris produtora de hormonio de crescimento tambaqui -
tGH utilizado como controle positivo por produzir tGH com cauda de histidina. Os clones

selecionados foram inoculados em meio de cultura Buffered Glycerol Complex Medium

(BMGY) (YNB 1,34%, Glicerol 1%, Fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10"

5, agar 15 g/L), incubados a 30°C durante 3 dias. Em seguida, as colonias foram

transferidas para nova placa contendo meio de cultura Buffered Methanol Complex

Medium (BMMY) (YNB 1,34%, metanol 0,5%, Fosfato de potassio 100 mM pH 6,0,

Biotina 4x10-, 4gar 15 g/L), e incubadas em estufa a 30°C durante 120 horas com adigio

de 0,5% de metanol PA a cada 24 horas, para inducao da expressao génica.

4.6.3 Analise dos recombinantes por colony blot

A técnica de colony blot seguiu as recomendagdes do protocolo de imunodetecgao

cromogénica Western Breeze.

Os clones induzidos com metanol foram utilizados nesta etapa para avalia¢do da
producao de lisozima recombinante. Primeiramente, uma membrana de nitrocelulose foi
disposta sobre as placas de Petri contendo as colonias, seguida de varias camadas de papel
toalha a fim de transferir as proteinas recombinantes com cauda de histidina C- terminal

para a membrana de nitrocelulose, por um periodo de 4 horas.

Apos esse periodo as camadas de papel toalha foram retiradas e a membrana de
nitrocelulose transferida para uma placa de Petri estéril onde foi lavada com tampao PBST
(NaCl 150 mM; Na;HPO4 pH 7,2 10 mM; Tween 20 0,1%) para retirada do excesso de
células e de meio de cultura. Apods foi adicionada uma solucdo bloqueadora do kit

comercial Western Breeze® Chromogenic Immunodetection System (Life Technologies)
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mantendo o sistema em agitagao constante durante 30 minutos. Em seguida, a solucao foi
descartada e entdo adicionado dgua, mantendo a placa sob agitagdo constante durante 5
minutos, repetindo o processo uma vez. Foi adicionada solu¢do de anticorpo primario
Anti-His-Tag C-terminal (Life Technologies) na diluicao de 1:5000 (v/v) e ap6s agitacao
durante 1 hora, a solugdo foi descartada. A membrana foi lavada com solugao de lavagem
durante 5 minutos por trés vezes. Adicionada solugdo de anticorpo secundario seguido de
descarte apos 30 minutos. A membrana foi lavada novamente com solugdo de lavagem
durante 5 minutos, por trés vezes. Em seguida, lavada com agua deionizada durante 20
minutos, repetindo por duas vezes. Foi adicionado o substrato cromogénico para
revelagdo e deteccao da cauda de histidina. O bloqueio da ac¢do do substrato foi feito por
meio de lavagem com 4gua deionizada. Apds a revelacdo das amostras na membrana, a
imagem foi documentada por digitalizacdo em scanner (HP LaserJet M1212nf MFP). As
manchas reveladas na membrana retrataram as col6nias de P. pastoris produtoras de

lisozima.

4.6.4 Producio da lisozima por cultivo submerso

Com o intuito de induzir a expressdo de lisozima por P. pastoris, foram escolhidas
colonias recombinantes ¢ uma cepa de P. pastoris GS115 para controle negativo.
Primeiramente, foi realizado o crescimento de massa celular em frascos erlenmeyer

contendo 50 mL de meio de cultura BMGY liquido (YNB 1,34%, Glicerol 1%, Fosfato

de potassio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10-). Ao atingir a densidade 6tica de 6 a 8 ODeo,

as culturas foram centrifugadas e ressuspendidas em 100 mL de meio de cultura BMMY

(YNB 1,34%, Metanol 0,5%, Fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10-%) com
adicao de metanol PA a cada 24 horas durante 120 horas. Posteriormente, houve
centrifugacdo, coleta do sobrenadante, armazenamento em freezer -20°C para analise em

SDS-PAGE e avaliagdo da atividade enzimatica.

Paralelamente, aliquotas de 1 mL foram retiradas das amostras em indugdo para
verificacao da densidade Optica em 600nm e contagem de células vidveis e inviaveis em
camara de Neubauer através do microscopio, segundo a metodologia de Lee et al., 1981.
Esta etapa foi realizada para obtencdo de um tempo estimado de inducdo das amostras.

As contagens foram realizadas a cada 24 horas da indu¢@o por metanol, totalizando cinco
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leituras. As aliquotas foram diluidas 5x e 10x em H»0 destilada estéril, de acordo com a
necessidade para contagem. Apos a diluigdo, foram misturados 10ul de cada amostra e

10ul de azul de metileno para leitura na camara de Neubauer.

Segundo Ceccato-Antonini (2010), ndo ha método definitivo estabelecido de
viabilidade celular de leveduras. A contagem em microscopio tem sido usada para avaliar
a proporc¢ao de células vidveis e, em leveduras a coloracao com azul de metileno tem sido

empregada (CECCATO-ANTONINI, 2010).

4.6.5 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida para confirmacio da
expressao de lisozima

Apo6s inducdo da expressdo e secre¢do da proteina recombinante foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢do desnaturante (LAEMMLI, 1970),
também conhecida como SDS — PAGE, este procedimento separa as proteinas de acordo

com seu peso molecular e cargas elétricas.

As andlises foram realizadas em sistema de mini géis da BioRad com malha de
acrilamida de 15%. Uma aliquota de 1750 pl foi retirada do sobrenadante da cultura da
inducdo de lisozima e adicionado 250 pl de 4cido tricloroacético (TCA) 10%, com
posterior incubacdo do sistema durante 30 minutos a 4°C e, havendo centrifugacdo a
14000xg durante 10 minutos a 4°C para precipitagdo das proteinas, descartando o
sobrenadante. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 20 pl de H>O milliq., com
adicao de 1 mL de acetona para desagregagdo do pellet celular e incubagdo overnight a —
20° C. As amostras foram submetidas a nova centrifugacao a 4° C, 14000xg durante 10
minutos, descartando o sobrenadante e mantendo as amostras em temperatura ambiente

para secagem.

Posteriormente as proteinas precipitadas foram dissolvidas em 50 pl de tampao de
amostra 1x para SDS — PAGE e, aquecidas em banho fervente durante 5 minutos para
aplicacdo no gel de acrilamida 15%. A migracao eletroforética ocorreu nas condicdes de
200 V, 30 w e 15 mA durante 60 minutos em tampao de corrida Tris-glicina 1x. Ao fim

da migragdo, o gel de acrilamida foi corado com Comassie Blue.
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4.7 Ensaio da atividade enzimatica da lisozima

A atividade enzimatica da lisozima recombinante foi avaliada através de ensaio
turbidimétrico adaptado de Wei et al, 2012, utilizando como substrato células liofilizadas
da bactéria gram-positiva Micrococcus lysodeiktycus ATCC M3770 SIGMA —~ALDRICH
cedidas gentilmente pelo Dr. Marcos César Fernandes Pessoa. Neste ensaio, ¢
acompanhado o decréscimo da turbidez da suspensao bacteriana resultado da lise celular
pela agdo da lisozima que catalisa a hidrolise de ligagdes glicosidicas entre os carboidratos

que compdem o peptideoglicano da parede celular de bactérias.

Os ensaios preliminares foram realizados seguindo as recomendagdes do
fabricante do substrato. Para tal, o substrato M. Ilysodeiktycus foi ressuspendido em
tampao fosfato de sddio pH 6,2 50mM, com posterior leitura em espectofotometro 450nm

e ajuste da densidade 6tica inicial em 0.7.

O volume reacional foi composto de 500ul de suspensao bacteriana e 500ul de
caldo enzimatico (sobrenadante de cultivo). A turbidez foi imediatamente anotada no
tempo zero (Ao). O ensaio foi incubado em banho-maria a 40°C durante 30 minutos e
novamente foi mensurado o valor da absorbancia (4). A atividade foi avaliada ao longo

do tempo de 30 minutos.

Ap6s a producdo por cultivo submerso e indugao da expressdo da lisozima
recombinante, a cultura final foi centrifugada a 4000xg 4°C 20 minutos para precipitacdo
celular e, recuperagdo do sobrenadante da cultura com o qual foram realizados os ensaios

enzimaticos.
A atividade litica (Uy) sera calculada de acordo com a seguinte formula:
U, = (4, — A)/A.
Em que:
U= Atividade litica
Ap = Absorbancia inicial (450 nm)

A= Absorbancia final (450 nm)
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Uma unidade (1 U) de atividade da lisozima foi definida como decréscimo de
0,001 valor de absor¢ao em 450nm por minuto para hidrolise catalitica da suspensdo de

M. lysodeikticus como substrato.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Os controles
experimentais foram lisozima comercial como controle positivo e o sobrenadante de

cultura da hospedeira Pichia pastoris GS115 como controle negativo.

4.7.1 Avaliacao da influéncia do pH na atividade da lisozima

O teste de pH foi realizado segundo a tabela de Mcllvaine (1921), que correlaciona
os volumes de fosfato de sodio dibasico (NaxHPO4) 0,2 M e acido citrico 0,1 M para
encontrar o valor de pH, formando o tampao citrato-fosfato 150 mM utilizado neste

trabalho com variagdo de pH entre 2 a 9.

O substrato foi suspendido em NaCl 0,8% estéril, diluida em tampao citrato-
fosfato 150 mM na propor¢ao 3 (tampao): 1 (substrato) variando pH entre 2 a 9, com
ajuste de densidade otica para 0.3. As misturas foram incubadas durante 30 minutos a
37°C. A variacdo da turbidez foi tomada em espectrofotometro a 450 nm para

determinacao da atividade enzimatica.

4.7.2 Efeito da temperatura na atividade da lisozima

Para avaliar a influéncia da temperatura na atividade enzimadtica, a suspensao de
M. lysodeikticus foi diluida em tampao citrato-fosfato 150 mM pH 5. Apos adigao de
lisozima, os tubos foram incubados durante 30 minutos em temperatura do banho Maria
de 20° C a 100° C com intervalos de 10° C. A variacdo da turbidez foi tomada em

espectrofotometro a 450 nm para determinagdo da atividade enzimatica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Integracio do cassete de expressao no genoma de Pichia pastoris

Os vetores pBSK/lis e pPIC/gla recuperados apos transformacdo de E. coli
linhagem DH5a foram tratados com as enzimas EcoRI e Notl para montagem do cassete
de expressdo. Na andlise de restrigdo observou — se a liberacdo do gene da lisozima do
vetor de clonagem comercial pBSK e a recuperagao do vetor de expressao pPIC9 isento
de inserto através da andlise de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo (Figura 05 A e B). Na figura 5A ¢ apresentado o resultado da clivagem do vetor
pBSK lisozima (pBSK/lis). Observarmos que houve corte parcial do vetor com uso das
enzimas de restricdo pois existem 3 fragmentos no perfil, este evento pode ter ocorrido
em fung¢ao do tempo de armazenamento em estoque das enzimas EcoRI e Notl. Entretanto
a liberagdo do fragmento génico da lisozima ¢ confirmada na altura de 400 pb. Na figura
B se visualiza o resultado da digestao do vetor de expressdo pPIC9 com gene gla, também
efetuada com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl. Neste perfil, na canaleta M, encontra
— se o marcador de 1kb e na canaleta 2 contém o plasmideo pPIC/gla clivado com as
enzimas de restricdo EcoRI e Notl, sendo possivel visualizar a liberagdo do gene de

glicoamilase (gla) contendo aproximadamente 1700pb.

Figura 05 (A e B): Analise do perfil de restricdo dos plasmideos pBSK/lis e pPIC/gla. Em A) perfil
eletroforético do vetor de clonagem clivado com as enzimas de restri¢do EcoRI e Notl. M= marcador de
peso molecular; 1A, 1B e 1C — pBSK lisozima clivado com EcoRI e Nofl. Em B) Perfil de restri¢do do
plasmideo recombinante com gene da glicoamilase, utilizando as enzimas EcoRI e Notl. M= marcador de
peso molecular 1kb; 2 — pPIC/gla clivado com as enzimas EcoRI e Notl liberando o gene da glicoamilase

de aproximadamente 1700pb.
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Fonte: a propria autora.

Em seguida, os fragmentos do gene de lisozima e pPIC9 foram purificados e,
posteriormente ligados com T4 DNA ligase. O produto desta ligacdo foi precipitado e
transformado em E. coli DHS5a. A figura 06 mostra o mapa do plasmideo recombinante,

nomeado pPIC-ES, construido com auxilio do programa SnapGene 4.

Figura 06: Mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-ES. O gene da Lisozima ¢ mostrado em
amarelo, apresenta resisténcia ao antibiotico ampicilina, origem de replicagdo bacteriana pBR322, marca

de selegdo auxotrofica HIS e gene AOX1
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Fonte: a propria autora.

Para confirmagado da subclonagem, apos a extracdo dos plasmideos, as amostras
foram submetidas a digestao analitica com as enzimas de restri¢ao EcoRI e Notl. A figura
07 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose 0,8%. Nas canaletas enumeradas
de 2 a 5 estdo as amostras da sub clonagem do fragmento génico de lisozima no vetor de
expressdo pPIC, e pode-se observar a liberagdo do fragmento sub clonado do gene da

lisozima de 400 pb.
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Figura 07: Confirmagao da subclonagem do gene de lisozima em pPIC através da analise de restrigdo com
endonucleases EcoRI e Notl. M= marcador de peso molecular 100 pb. As amostras 1A e 1B correspondem
amostras pPIC9/lipase (utilizadas como controles de clivagem com as enzimas de restri¢cdo) e os pogos 2 a

5 referentes as amostras sub clonadas do gene de lisozima no vetor de expressdo pPIC.
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Fonte: a propria autora.

5.2 Transformacio e integracio do cassete de expressio no genoma da levedura

Pichia pastoris

Com a confirmacdo da sub-clonagem do gene de lisozima em pPIC9, o
experimento seguiu para integragdo do vetor em Pichia pastoris. A transformagao
resultou em clones que, apds espalhamento em meio seletivo MD foram selecionados
pela capacidade de crescer neste meio minimo pois o plasmideo possui o gene HIS4. Na
figura 08 observamos o DNA gendmico dos clones selecionados identificados por

numeros, utilizados também na identificagao dos perfis eletroforéticos.
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Figura 08: Perfil eletroforético da extragdo do DNA de clones de leveduras transformantes. Os pogos

numerados de 10 a 20 contém amostras da extra¢do de Pichia pastoris com gene de lisozima.

Fonte: a propria autora.

Utilizando os primers AOX5” e AOX3’ do vetor de expressdo foi confirmada a
integracdo no genoma da levedura. O resultado da PCR ¢ visto na figura 09. Observa-se
a amplificagcdo de sequéncia de DNA de 900 pb correspondente ao gene da lisozima de
400 pb somado a cerca de 500 pb da regido AOX do vetor onde anelam os primers
(canaletas 8-20). Na ultima canaleta (CN) encontra — se a amostra do plasmideo pPIC9
intacto (sem a presenca do gene de lisozima-controle negativo) mostrando a amplificagdo
de 500 pb utilizando o par de primers AOX5’ e AOX3’, quando o gene de interesse esta

clonado no amplicom ¢ acrescido da sequéncia de 0,5kb.
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Figura 09: Analise da presenca do gene de lisozima em clones de leveduras transformantes por PCR. A
canaleta M corresponde ao marcador molecular de 250 pb, as amostras 8, 10, 12,13, 16, 19 e 20
correspondem as colonias onde encontram se os plasmideos que abrigam o gene da lisozima, e o Controle

negativo —plasmideo pPIC9 intacto foi utilizado como controle da reagdo de PCR.
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Fonte: a propria autora.

5.3 Producéo e atividade da proteina recombinante

Para caracterizar as propriedades da enzima lisozima de Anopheles darlingi
estratégia foi expressar a proteina em P. pastoris. A analise da expressao foi realizada
utilizando 40 clones transformantes, destes clones a expressao de lisozima foi confirmada

em 39 clones ditos recombinantes, conforme observado nas Figuras 10 e 11.

As marcagdes observadas nas Figuras 10 e 11 confirmam a expressao de lisozima
por Pichia pastoris. Essa coloragdo ¢ conferida as colonias recombinantes que possuem
a cauda de histidina que sdo detectadas na presenca do substrato cromogénico. O gene da
lisozima e do hormonio de crescimento de tambaqui tGH utilizado como controle positivo
apresentam em sua por¢ao C-terminal seis aminodcidos de histidina e, por isso as colonias
recombinantes podem ser vistas com coloracdo escura. As coldnias que ndo possuem a
marcagdo escura, controle negativo P. pastoris GS115 e P. pastoris com gene da
glicoamilase (gla) ndo foram marcadas e logo se confirma que nao possuem a cauda
histidina. Entre as colonias testadas, no clone 34 nao se observou marcagao evidente,

sugerindo ndo produzir a enzima recombinante ou ter expressado baixa concentragao.
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Figura 10: Analise da expressdo das colonias de pPIC-ES através do teste de colony blot conferindo
coloragdio aos recombinantes que possuem cauda de histidina em seu genoma. Colonias recombinantes
pPIC-ES numeradas de 1 a 20, e controles negativos Pichia pastoris GS115 e P. pastoris com gene da
glicoamilase sem cauda de histidina e controle positivo P. pastoris com hormonio de crescimento de

tambaqui (Colossoma macropomum).

Fonte: a propria autora.

Figura 11: Analise da expressdo das colonias de pPIC-ES através do teste de colony blot conferindo
colorag@o aos recombinantes que possuem cauda de histidina em seu genoma. Coldnias recombinantes
pPIC-ES numeradas de 21 a 40, e controles negativos Pichia pastoris GS115 e P. pastoris com gene da
glicoamilase sem cauda de histidina e controle positivo P. pastoris com hormdnio de crescimento de

tambaqui com cauda de histidina (Colossoma macropomum).




50

Durante a fermentacdo submersa foi realizada a contagem de células vidveis e
inviaveis das culturas de Pichia pastoris produtoras de lisozima. Nesta contagem ficou
estabelecido o tempo de indugdo da expressdao baseado na quantidade de células viaveis

capazes de secretar a proteina recombinante, o resultado € visto na figura 12.

Figura 12: Contagem de células viaveis e inviaveis de P. pastoris produtora de lisozima.
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Fonte: a propria autora.

A contagem de células viaveis e invidveis de P. pastoris produtora de lisozima
seguiu a metodologia descrita por Lee et al., (1981) e recomendacdes no Guia do usudrio
de P. pastoris (2014), os resultados sdo visualizados na figura 12. A cultura foi contada a
cada 24 horas p6s adi¢ao de metanol no periodo de 120 horas. Observa-se que no periodo
de 48 horas a viabilidade celular manteve-se constante entretanto, ap6s 72 horas de
inducdo da expressdo proteica houve um pico na contagem de células viaveis e,
transcorridas 96 horas houve reducdo de células vidveis. Segundo o Guia do usuario de
P. pastoris da Invitrogen (2014) a expressao da proteina varia de acordo com fenotipo da
levedura, quando apresenta fenotipo Mut” a levedura leva até 96 horas para expressio das
proteinas, no caso de fen6tipo Mut® a expressao ocorre no periodo de 144 horas. Em casos
extremos de acordo com Cregg et al. (1993), a levedura necessita de aproximadamente

200 horas para expressar a proteina (CREGG et al., 1993; INVITROGEN, 2014). Com
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os resultados obtidos, estabeleceu-se o tempo de inducao de 96 horas para expressao da

lisozima pelas culturas de P. pastoris.

As proteinas recombinantes produzidas por fermentacdo submersa foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. O perfil eletroforético pode ser

observado na figura 13.

Figura 13: Confirmagao da expressdo de lisozima por Pichia pastoris em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
15%. M — marcador Spectra multicolor broad range protein ladder da Thermo Fisher, LIS COM — Lisozima
comercial (14 kDa), C -17, C- 31 e C— 35 — correspondem as leveduras recombinantes com lisozima, GLA

— Pichia pastoris com gene da glicoamilase e GS115 — Pichia pastoris (controle negativo).
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Fonte: a propria autora.

O perfil da eletroforese de proteinas mostra a expressao da lisozima de A. darlingi
com massa molecular aproximada de 13 kDa conforme predito em ferramentas de
bioinformatica para o gene estudado e dentro do estabelecido para a massa molecular da
lisozima tipo I varia de ~11 a 15 kDa (Wu et al., 2018). Os clones 31 e 35 produziram
lisozima, tal perfil que nao ¢ observado nos controles GLA (Pichia pastoris produtora de

glicoamilase) e controle GS115 (Hospedeira Pichia pastoris GS115).

Pichia pastoris produzindo eficientemente lisozima foi reportada para a enzima
de tipo G humana (HUANG et al., 2018a), para lisozima tipo I de ourico do mar
(HUANAG et al., 2018b), lisozima tipo ¢ de ave (MUSUDA et al., 2005 a,b), lisozima
tipo I de pepino do mar (WANG et al., 2011) e lisozima do tipo C humana (WEI et al.,
2012; ZHOU et al., 2014).
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5.4 Ensaio da atividade enzimatica da lisozima

A atividade enzimdtica da lisozima recombinante foi determinada pela
hidrolise da parede celular de M. lysodeiktycus. A velocidade da reagdo ¢ acelerada

nos tempos iniciais, desacelerando ap6s 15 minutos de incubacao (figura 14).

Figura 14: Lise do substrato M. lysodeiktycus diluido tampao fosfato pH6.2 50mM com sobrenadante

de cultura com lisozima recombinante.

0.8
3.2
0.7
o) 2.8
< 0.6
E Q 2.4
o 05 )
2
2 0.4 1.6
2 0.3
wn V.
5 1.2
a 0.2 o} 0.8
O '0)
0.1 0.4
0 0
0 5 10 15 20

TEMPO (MINUTOS)
Atividade Litica O—Turbidez

Fonte: a propria autora.

Na figura 14 observa-se variaveis inversamente proporcionais, quanto maior
o decréscimo da turbidez do substrato maior sera o aumento da atividade litica. Este
fato se deve a hidrolise das ligacdes glicosidicas existentes entre os sacarideos N-
acetil glicosamina e N-acetilmuramico componentes do peptideoglicano que formam
a parede celular do substrato M. [ysodeiktycus pela atividade da lisozima conforme
mencionado por diversos autores ao longo dos anos de estudo com lisozimas (BLACK
E HOGNESS, 1969; JOLLES E JOLLES, 1984; IBRAHIM et al., 1996; NILSEN E
MYRNES, 2001; OLIVA et al., 2015). Este resultado demonstra que a enzima
encontra-se ativa no sobrenadante da cultura, assim como obtivemos um tempo

estimado de a¢do da lisozima.
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5.4.1 Efeito da variacdo pH na atividade da lisozima recombinante

A viabilidade dos sistemas biologicos ¢ dependente de diversas propriedades
fisico-quimicas, sendo o pH (potencial Hidrogenionico) uma das condi¢des mais

importantes (SOARES E FERREIRA, 2004).

Para os ensaios de pH, a enzima recombinante lisozima foi avaliada com
variacdo de pH entre 2,0 a 9,0 com intervalos de 1,0 ponto. O tampao citrato-fosfato
(Na;HPO4 0,2 M; Acido citrico 0,1 M) foi utilizado para os testes seguindo as
dilui¢des propostas na tabela de Mcllvaine (1921).

A melhor condi¢do para atividade de lisozima de A. darlingi foi em pH 5,0.
Na figura 15 podemos observar a atividade enzimética frente a varicdo de pH na
reacdo. Os ensaios foram realizados utilizando a cultura de Pichia pastoris produtora
de lisozima e Pichia pastoris linhagem GS115 (ndo transformada).

Figura 15: Ensaio turbidimétrico de P. pastoris lisozima e P. pastoris GS115 frente ao substrato M.

lysodeiktycus em variagao de pH.
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Fonte: a propria autora.

Neste ensaio observa-se a a¢ao enzimatica através da redugao da turbidez das

amostras contendo P. pastoris produtora de lisozima em pH 5,0 e pH 6,0 e,
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discretamente em pH 7,0, pH 8,0 e pH 9,0. Esta atividade também pode ser
confirmada ao comparar as culturas P. pastoris GS115 e P. pastoris lisozima. Em P.
pastoris GS115 ndo ha atividade e afirma se que a linhagem GS115 de P. pastoris
nao ¢ capaz de lisar o substrato microbiano e que a diminui¢do na turbidez vista em

P. pastoris lisozima ¢ de fato, decorrente da atividade da lisozima de inseto.

Enzimas antimicrobianas tolerantes em pH 4cido sdo amplamente aplicadas
na industria alimenticia como conservantes. Baixos valores de pH aumentam a
atividade de lisozima contra uma série de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(RAZAVI-ROHANI E GRIFFITHS, 1996).

A atividade litica da lisozima tipo I tem sido caracterizada como diferente para
os organismos estudados. O pico de atividade de lisozima tipo I de ourl¢o do mar foi
entre pH 6,0 e 7,5. Ruas (2010) em seu trabalho sobre atividade antimicrobiana e
citotoxica de lisozimas oriundas de Musca domestica concluiu que a atividade da
lisozima tinha melhor agdo em uma faixa de pH acido. Wang et al. (2018) relataram
o decréscimo da turbidez de M. lysodeiktycus ocasionado pela acdo da lisozima da
mosca Bemisia tabaci entretanto, descreveu como a faixa de atuagdo de pH entre 4,0
e 8,0, sendo o pH 6timo 6,5 e, ressaltaram a importancia do estudo das lisozimas de
invertebrados (RUAS, 2010; WANG et al., 2018; HUANG et al. 2018Db).

Moreira-Ferro et al., (1998) detectaram atividade otima da lisozima de
Anopheles darlingi em pH 6,0 para as lisozimas oriundas das glandulas salivares e pH
5,0 para as lisozimas extraidas do abdémen do inseto (MOREIRA-FERRO et al.,
1998).

A atividade 6tima em pH 5,0 ¢ uma caracteristica notavel para a lisozima
recombinante de A. darlingi. Uma lisozima de invertebrado produzida em P. pastoris
foi mais ativa em pH 7,5, com 50% desta atividade em pH 5,0 (HUANG et a/ 2018b).
Estudos anteriores relatam o pH otimo da lisozima do ovo da galinha frente a M.
lysodeiktycus com caracteristicas neutras sendo aproximadamente 6,6 € com inibicao
por produtos da reagdo em pHs inferiores a 5,3 (PROCTOR E CUNNINGHAM,
1988; JOHNSON E LARSON, 2005; FREITAS, 2007).

Com a defini¢do de pH 6timo de atividade para a lisozima recombinante de A.
darlingi os ensaios para avaliagdo de temperatura prosseguiram, tendo sido definido

o pH 5,0 para realizacao dos testes.
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5.4.2 Influéncia da temperatura na reacdo enzimatica

Assim como o pH, a temperatura ¢ uma das varidveis que podem afetar a acdo
enzimdtica dos organismos, acelerando ou reduzindo sua atividade. Desta forma a
atividade de lisozima relaciona-se com a temperatura de incubacao (FLEMING, 1922;

SUDHARHSAN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Os ensaios de temperatura foram realizados em pH 5,0, com sobrenadante da
cultura de P. pastoris lisozima e P. pastoris GS115. O efeito da variacdo da

temperatura na reagao ¢ visto na figura 16.

Figura 16: Avaliagdo de temperatura 6tima para atividade de lisozima recombinante de A. darlingi.
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Fonte: a propria autora.

Na figura 15 observa-se a avaliacdo da temperatura Otima da lisozima
recombinante frente a M. [lysodeiktycus. O ensaio turbidimétrico ¢ mostrado nas
temperaturas de 20°C a 100°C, sendo o decréscimo da turbidez indicativo da atividade
enzimatica. Apesar da lisozima recombinante se mostrar ativa em ampla faixa de
temperatura, nota-se que na temperatura de 40°C ¢ visto maior atividade enzimatica em
relagcdo as demais temperaturas, com boa acao catalitica entre 30 a 50°C. Assim inferimos

que a temperatura 6tima de acdo da lisozima recombinante de 4. darlingi é 40°C.
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Resultado similar foi encontrado por Smolelis e Hartsell (1952) constatando maior
lise em temperaturas entre 37°C a 52°C (SMOLELIS e HARTSELL,1952). Yang et al.,
(2011) reportaram que a tividade de lisozima ndo ¢ afetada quando a temperatura varia
entre 25°C e 60°C, mas a atividade foi muitas vezes maior ao redor de 40°C. Esta

caracteristica parece se manter para diferentes tipos de lisozimas (YANG et al., 2011).

A lisozima recombinante de A. darlingi produzida em P. pastoris foi inibida em
altas temperaturas em pH 5,0. Por outro lado, a atividade da lisozima ¢ estdvel em altas
temperaturas quando mantida em solugdes com pH acidos, entretanto com a adi¢cdo de
NaCl a estabilidade térmica pode se estender aos pHs bésicos 7,0 a 9,0 (MAKKI, 1996).
Lisozima torna-se mais estavel quando mantida em solugdes com solutos como agucares
e poiliois que podem servir como protetores contra inativacao térmica (PROCTOR E

CUNNINGHAM, 1988).

A revisao publicada por Proctor ¢ Cunningham em 1988, sobre a lisozima do ovo
de galinha abordava entre outras caracteristicas a influéncia da temperatura sobre a
atividade da enzima. Neste trabalho, os autores citam diversas pesquisas realizadas que
reportam a atividade da lisozima em faixas de temperaturas distintas que variam de 100°C
a 20°C, influenciadas por pH, tipo de tampdes, concentracdes de NaCl e glicose. Para Wu
et al., (1975) a atividade da lisozima se mantem constante entre 5 ¢ 20 minutos e essa
flutuagao de atividade em fungdo da temperatura ocorre apds esse periodo (WU et al.,

1975; PROCTOR E CUNNINGHAM,1988).

Os resultados relacionados a temperatura encontrados nesta pesquisa sao
corroboram os dados mencionados na literatura e apontam que a atividade litica da
lisozima de Anopheles darlingi pode ser influenciada pelo ambiente reacional. Um estudo
de delineamento fatorial para avaliar as variaveis podera contribuir com mais informagoes

sobre a catalise enzimatica de lisozima recombinante produzida neste presente trabalho.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, concluimos que a levedura metilotrofica
Pichia pastoris ¢ um sistema eficiente de secrecdo de lisozima e pode ser utilizada
para expressao desta enzima em trabalhos futuros.

A lisozima recombinante proveniente de Anopheles darlingi mostrou
caracteristicas notaveis no ensaio enzimatico. Os ensaios apontaram que o pH 6timo
de atividade da lisozima recombinante possui perfil acido, atuando em pH 5,0.

A comprovacdo da atividade da lisozima recombinante em pH acido ressalta
a importancia de investigagdo e estudo basico da natureza das lisozimas digestivas.
Especialmente por participar do sistema imune inato, os atributos distintos desta
lisozima recombinante podem ser empregados de diversas maneiras como biocontrole
em insetos e processos industriais que exigem parametros diferenciados de pH.

No que tange a temperatura, a lisozima recombinante de A. darlingi atuou na
faixa de temperatura de 30°C a 60°C, com atividade maxima em 40°C.

Em virtude da precariedade de informagdes em relacdo as lisozimas
digestivas, a realizagdo deste trabalho contribui para o incremento de conhecimento e
fomenta a pesquisa das lisozimas de invertebrados, visando o desenvolvimento de
tecnologias enzimaticas provenientes da atividade diferenciada deste tipo de lisozima.

Estudos de inibi¢do enzimatica poderdo contribuir para o conhecimento sobre
biocontrole de A. darlingi visto que a lisozima desempenha fungdo importante no

desenvolvimento ovariano de insetos.
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