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RESUMO

A Quimosina € uma enzima proteolitica produzida no abomaso de bezerros
lactentes, sintetizada in vivo como uma pré-enzima, a Proé-quimosina. Quando
encontra um pH acido, sofre auto-clivagem convertendo-se em Quimosina, sua
forma ativa. A Quimosina possui a capacidade de converter o leite em uma
substancia semi-solida, aumentando o tempo de permanéncia do “leite” no
estbmago desses animais permitindo sua digestdo. Devido a essa alta capacidade
de coagulacdo do leite, a Quimosina tem sido amplamente utilizada na industria
queijeira. Porém devido a diminuicdo de animais para o abate, e 0 crescente
aumento do uso deste coagulante pela industria queijeira, iniciou-se a busca por
coagulantes alternativos. Neste contexto, microrganismos geneticamente
modificados produtores de Quimosina bovina tem sido construidos. Lactococcus
lactis representa uma boa e segura alternativa para a producdo de proteinas
recombinantes de interesse biotecnoldgico, devido ao seu status "GRAS" (Generally
Regarded As Safe). Além disso, essa bactéria lactica (BL) é amplamente utilizada
como cultura iniciadora no preparo de produtos lacteos fermentados, sendo
adicionada ao leite, assim como a Quimosina, durante o processo de fabricacdo de
alguns tipos de queijo. Assim, a construcdo de linhagens de L. lactis produtoras de
guimosina mostram-se como alternativas interessantes para simplificar o processo
downstream e producdo em larga escala. Aqui, € descrita a construgcdo de linhagens
recombinantes de L. lactis produzindo a Pré-quimosina B de Bos taurus na forma
citoplasmatica e secretada, utilizando um sistema de expresséao induzido por xilose.
A ORF da pré-quimosina B utilizada neste trabalho foi modificada para cédons
preferencias de L. lactis. Esta sequéncia foi primeiramente clonada no pCRII-TOPO
(Blunt) e posteriormente subclonado nos vetores de expressdo pXylT:CYT e
pXyIT:SEC, para enderecamento citoplasmatico e secretado, respectivamente; e
transferidos para L. lactis. A capacidade producdo da proteina heteréloga foi
avaliada por imunodeteccdo. A Pré-quimosina B com enderegcamento secretado foi
eficientemente produzida por L. lactis, embora tenha sido observado que a mesma
esteja ficando retida no envelope celular; em consequéncia disso nenhuma atividade
de coagulacéo ou proteolitica foi observada. No entanto, a clonagem da forma ativa

da Pré-quimosina B, a Quimosina B, assim como a Quimosina A, uma isoenzima

Vi



mais ativa, representam uma estratégia interessante, pois devido ao seu menor peso
molecular e diferente conformacao, podem ter facilitada sua exportagcdo para 0 meio
extracelular. Para investigar esta hipotese, outras linhagens recombinantes de L.
lactis foram construidas. Estas linhagens construidas para secretar a Quimosina A e
Quimosina B estdo em fase de estudo para determinar se estas linhagens possuem

potencial para se tornarem um fermento lacteo produtor de Quimosina.
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ABSTRACT

Chymosin, a proteolytic enzyme produced in the abomasum of suckling calves, is
synthesized in vivo as a proenzyme, the prochymosin. Then, under acidic pH, it is
cleaved to the active form, chymosin. Chymosin efficiently converts liquid milk to a
semisolid, allowing it to be retained for longer periods in the stomachal environment
to be digested. Thus, due to its high capacity of clotting milk, it has been widely used
on cheese industry. However due to the decrease of animals for slaughter and the
increasing use of this clotting for the elaboration of cheese, the search for an
alternative clotting began. In this context, genetically engineered microorganisms
producing chymosin have been constructed. Lactococcus lactis is a good and safe
alternative for the production of recombinant proteins of biotechnological interest due
to being classified as “GRAS” (Generally Regarded As Safe). Moreover, this lactic
acid bacterium is widely used in the preparation of fermented foods as starter culture,
being added to the milk, as well as the chymosin, during the production process of
some cheese types. So the construction of bovine chymosin-producing L. lactis strain
may represent an interesting alternative to simplify the downstream process and
large-scale production. Here, we describe the construction of a recombinant L. lactis
strain expressing the citoplasmatic or secreted forms of the Prochymosin B from Bos
taurus based in a xylose-inducible expression system. The ORF of the Prochymosin
B was synthesized, based on the codon usage of L. lactis. First, the Prochymosin B
coding sequence was cloned in the pCRII-TOPO (Blunt) vector and then subcloned
in the expression vectors pXylT:CYT and pXylT:SEC, for citoplasmatic or secreted
adressing respectively, being afterwards transferred to L. lactis. The production
capacity of such L. lactis strains was determined by immunoblot assays. The
secreted form of Prochymosin B was efficiently produced in L. lactis, although it has
been observed that the recombinant protein remained stacked in the cell envelope; in
consequence, no clotting or proteolytic activity was observed. Therefore, cloning of
the Prochymosin B, in its active form, chymosin B, as the chymosin A, a more active
isoenzyme, may be a more interesting strategy for the attainment of this enzyme,
since its lower molecular weight and folding could facilitate its targeting to the

extracellular medium. In order to investigate this hypothesis, we constructed other L.



lactis strains. These strains, secreting the chymosin A or chymosin B are now being

studied to determine their potential as milk leaven and chymosin producers.
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I. INTRODUCAO

I.1. As Bactérias lacticas

I.1.1. Definicao

As bactérias lacticas constituem um grupo bastante heterogéneo de
microrganismos ubiquos ocupando nichos ecoldgicos que vao desde a superficie
das plantas até o trato gastrointestinal dos animais. Embora diverso, os integrantes
deste grupo compartilham caracteristicas comuns como: (i) serem Gram-positivo; (ii)
anaerodbios facultativos; (iii) ndo produtores de catalase; (iv) ndo formadores de
esporos; (v) iméveis; e principalmente (vi) converterem acucares em acido lactico,
caracteristica esta que rendeu ao grupo o nome de “Bactérias Lacticas” (BL).
Atualmente, onze géneros bacterianos entre cocos e bastonetes que possuem uma
porcentagem G+C no genoma inferior a 54%, comp6em o grupo das BL:
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella. (Stiles and Holzapfel 1997).

1.1.2. Utilizacdo e importancia industrial das bactérias lacticas

As BL, com poucas excecdes, obtém sua energia através da conversao de
acucares, principalmente da glicose, em &cido lactico (via homofermentativa ou
homoléactica) e/ou acido lactico e outros produtos (via heterofermentativa ou mixta)
(Carr et al., 2002). Desta forma, as BL estdo, de um modo geral, associadas ao
preparo de alimentos fermentados como iogurtes, queijos, leites acidofilos, paes,
manteiga, vinhos, carnes, embutidos, picles e silagem. Este processo, conhecido
como “fermentacado lactica de alimentos”, remonta a cerca de 8.000 anos a.C. e
constitui uma das mais antigas formas de conservacdo dos alimentos e utilizagao

das BL pelo homem (Tailliez 2001). A conservacao dos alimentos néo sé se deve a
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acidificacdo do meio (pH 4.5 a 3.5) mas também a producdo de numerosos agentes
antibacterianos como bacteriocinas e compostos organicos (Van de Guchte et al.,
2001). Estes dois fatores inibem o crescimento de uma microbiota indesejavel e/ou
desenvolvem propriedades organolépticas como textura, aroma e sabor do produto

final.

1.1.3. Utilizacdo das bactérias lacticas na saude e nutricao

Embora poucas espécies do grupo das BL, como por exemplo Streptococcus
pneumoniae (agente causador da pneumonia), sejam patogénicas, a maioria das
espécies sao consideradas seguras ou “GRAS” (Generally Recognized As Safe).
Das diversas propriedades atribuidas as BL, talvez a mais antiga e controversa seja
a capacidade de promover um efeito benéfico, ou “probidtico”, a saude humana e
animal (Fuller and Gibson 1997).

Dentre as vérias espécies de BL conhecidas como probidticas, Lactobacillus
casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri se destacam pelas suas aplicagoes
terapéuticas no tratamento e prevencdo de diversos distlrbios (Ouwehand et al.,
2002).

A primeira aplicagdo estd relacionada a digestibilidade da lactose. Esse
acucar, presente em abundéancia nos produtos lacteos, pode induzir fenbmenos de
intolerdncia nos consumidores com deficiéncia congénita de lactase. O quadro
clinico pode ser traduzido por diarréias, colicas abdominais e flatuléncia.
Curiosamente, esses sintomas aparecem com a ingestdo do leite, mas sao
praticamente ausentes com a ingestdo do iogurte nas mesmas proporcoes. Existem
duas explicacbes para o fendmeno: (i) as bactérias vivas presentes no iogurte
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) suplementariam a
deficiéncia do hospedeiro em lactase e/ou (ii) estimulariam a producdo enddgena
desta enzima pela mucosa intestinal do hospedeiro (Roberfroid 2000).

Uma segunda aplicagdo das BL probibticas seria a de protecdo contra
patdgenos microbianos. Neste caso, as BL funcionariam como uma barreira
impedindo a colonizacdo do trato gastrointestinal por bactérias patogénicas. Os

resultados mais significativos foram obtidos com certos tipos de lactobacilos e
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bifidobactérias que se mostraram particularmente eficazes no tratamento de
diarréias em neonatos (Ouwehand et al., 2002).

Outra aplicacdo bem estabelecida é a estimulacdo do sistema imune do
hospedeiro. Entre os lactobacilos, a espécie L. casei mostrou-se capaz de estimular
a resposta imunitdria de criancas vacinadas por via oral contra o rotavirus, virus
responsavel pela diarréia aguda infantil nos paises em desenvolvimento (Ouwehand
et al., 2002).

Ainda que algumas destas aplicacdes terapéuticas sejam contestadas, a
crescente preocupacdo com a saude e o bem estar da populacdo, associados ao
uso de substancias naturais fez com que os produtos probidticos ganhassem
consideravel atencdo nos ultimos anos pelas industrias de laticinios. Atualmente,
uma série de produtos lacteos contendo probidticos estdo disponiveis no mercado,
sendo os leites fermentados os produtos mais difundidos.

De forma conclusiva, existem evidéncias de que as BL ingeridas vivas sao
capazes de exercer efeitos probidticos no hospedeiro. No entanto, seu envolvimento
e uso potencial no tratamento e prevencdo de doencas requer um maior

conhecimento do modo e mecanismo de acao.

1.1.4. Novas e futuras utilizacoes das bactérias lacticas

Pelo menos trés tipos de utilizagao “extra-alimentares” sao vislumbradas para
as BL.: (i) a producédo, em fermentadores, de proteinas de interesse econdémico, (i) a
producdo, diretamente dentro dos alimentos, de proteinas de interesse

biotecnolégico e (iii) a construcdo de vacinas vivas.

L.1.4.1. Producado de proteinas em fermentadores

Uma aplicacao classica consistira na utilizacdo das BL para a producao, em
fermentadores, de moléculas de interesse econdémico. Neste sentido, a secrecdo
destas moléculas apresentaria certas vantagens em relacédo a producao intracelular
como: (i) a facilidade de purificacdo do produto final, (i) uma cultura celular continua
e (iii) evitaria a formacao de agregados protéicos intracelulares (Langella and Le Loir
1999).
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1.1.4.2. Produgdo de proteinas dentro dos alimentos

Uma outra aplicacdo das BL seria na producéo de, por exemplo, enzimas
dentro dos alimentos a fim de: (i) modificar as propriedades organolépticas dos
produtos, (ii) prevenir o aparecimento de espécies bacterianas indesejaveis, (iii)
acelerar a maturacdo de queijos, (iv) otimizar o processo de ensilagem e (v) suprir
deficiéncias de enzimas digestivas do individuo como, por exemplo, lipases. Neste
altimo caso, a suplementacdo da dieta com lipases bacterianas poderia ser uma
alternativa promissora. A eficacia destas enzimas ja foi demonstrada no tratamento
de caes (Suzuki et al., 1997) e porcos (Drouault et al., 2002) com esteatorréia
experimental. Neste dltimo, linhagens recombinantes de L. lactis expressando o
gene lip (lipase) de Staphylococcus aureus (Drouault et al., 2000) foram
administradas em porcos com insuficiéncia pancreética e os mesmos demonstraram
um aumento de 15% na capacidade de absorcdo dos lipides presentes na dieta

guando comparados aos animais controle.

I.1.4.3. Construcgado de vacinas vivas

O uso de microrganismos vivos como veiculos celulares para a producao e a
apresentacdo de antigenos tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento de novas vacinas.

Atualmente, maioria dos veiculos utilizados sdo derivados de microrganismos
patogénicos como: Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae,
Mycobacterium bovis BCG, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes e Bacillus
anthracis; dos quais linhagens atenuadas foram construidas ou isoladas (Medina
and Guzman 2001). Contudo, mesmo assim, estas linhagens apresentam um certo
risco de reversdo. Este problema poderia ser superado através da utilizacdo de
bactérias ndo patogénicas como as BL. Além de serem consideradas seguras
(“GRAS”), certas BL possuem a capacidade de colonizar o trato gastrointestinal ou a
mucosa genital de certos animais e do homem, tornando-as excelentes candidatas a
vacinas orais. As vacinas orais apresentam, dentre outras vantagens, a capacidade

de induzir uma imunidade através da superficie de mucosas. Estas superficies
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constituem uma das principais vias de entrada e a primeira linha de defesa do
organismo contra o ataque de agentes patogénicos (Mercenier 1999).

Até o momento alguns trabalhos utilizando L. lactis, Streptococcus gordonii e
Lactobacillus sp. como vacinas vivas foram realizados (Medaglini et al., 1997; Chatel
et al., 2001; Reveneau et al.,, 2002). Nestes trabalhos, as BL funcionaram como
vetores para a expressao e apresentacdo de antigenos modelos na superficie das
mucosas. Em todos os casos as trés espécies de BL foram capazes de estimular,
em camundongos imunizados intranasal e oralmente, uma resposta imune de
mucosas antigeno — especifica.

Outros experimentos, visando utilizar as BL ndo s6 como apresentadoras de
antigeno, mas também como adjuvantes de mucosa, foram realizados. Nestes,
linhagens recombinantes de L. lactis produtoras tanto de antigenos modelos quanto
de interleucina 2 e 6 (IL2 e IL6) foram capazes de potencializar em cerca de 10 a 15
vezes a resposta imune sistémica antigeno — especifica (Steidler et al., 1998).

Enfim, para que estas “novas utilizacbes” das BL se tornem uma realidade,
varios estudos vem sendo realizados, utilizando Lactococcus lactis como

microrganismo modelo.

L.2. Lactococcus lactis, o modelo das bactérias lacticas

I1.2.1. Caracteristicas gerais

L. lactis é uma bactéria heterofermentativa facultativa e mesofilica
(temperatura ideal de crescimento em torno de 30°C) cuja participacdo na industria
de laticinios é das mais relevantes. Hoje, L. lactis € a mais bem caracterizada
integrante do grupo das BL e figura como o microrganismo modelo no estudo das
mesmas, nao sb por sua importancia econdmica, mas também devido ao fato de: (i)
ser um microrganismo de facil manipulagao, (ii) ser “GRAS”, (iii) ter o seu genoma
completamente sequenciado (Bolotin et al., 1999) e (iv) possuir um grande numero

de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (de Vos 1999).
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1.2.2. A genética de L. lactis

Os estudos genéticos ja realizados com L. lactis se concentram basicamente
em duas linhagens: L. lactis MG1363 (L. lactis subsp. cremoris) e L. lactis 1L1403 (L.

lactis subsp. lactis).

1.2.3. Os plasmideos de L. lactis

Assim como o0s outros integrantes do grupo das BL, L. lactis possui um estilo
de vida variado. A sua capacidade de crescer em ambientes como o leite em muito
se deve a genes, presentes em plasmideos, que codificam desde enzimas,
essenciais para o metabolismo de acuUcares e proteinas, até bacteriocinas e
proteinas de reparo do DNA (Duwat et al., 2000). A presenca destes genes em um
DNA extra cromossomal sugere que esta habilidade possa ter sido adquirida através
da transferéncia horizontal entre espécies filogeneticamente préximas como S.
thermophilus (Guedon et al., 1995). Esta hip6tese € em parte confirmada pela
presenca do gene cluA em L. lactis MG1363. A proteina codificada por este gene
possui 1243 aminoacidos e apresenta homologia a proteinas de agregacédo ja
descritas em outras bactérias Gram-positiva como Enterococcus sp. e Streptococcus
sp. (Godon et al., 1994). As proteinas de agregacao sao responsaveis pelo processo
de iniciacdo da conjugacao bacteriana, onde ocorre o contato entre a célula doadora

€ a receptora.

1.2.4. O genoma de L. lactis

A analise da organizagdo e a comparacdo de sequéncias gendmicas das
duas subespécies de L. lactis demonstraram que elas possuem cerca de 80% de
identidade e que seus genomas apresentam grandes inversdes (Le Bourgeois et al.,
1995). Estes estudos também demonstraram que o genoma de L. lactis MG1363

apresenta, ao contrario de L. lactis IL1403, genes de mobilizacdo o que corrobora



INTRODUCAO SARAIVA, T.D.L.

com o fato desta espécie apresentar plasmideos que permitem o crescimento em
ambientes variados.

Recentemente sequenciado (Bolotin et al.,, 2001), o genoma de L. lactis
IL1403 possui 2,36 mega bases e 35,4% de bases G+C. Foram identificados 2310
genes dos quais 86% codificam proteinas, 1,4% codificam RNA e 12,6% sé&o
sequéncias ndo codificadoras. Foram ainda identificados 293 genes pertencentes a
6 profagos e 43 sequéncias de insercéo (IS). O genoma de L. lactis possui ainda 4
operons contendo genes de competéncia; o que indica que esta bactéria, assim
como Bacillus subtilis e Streptococcus pyogenes, é capaz de sofrer transformacao
natural de DNA.

Sendo assim, as novas informacdes geradas através do sequenciamento do
genoma de L. lactis j& estdo auxiliando no desenvolvimento de novas linhagens
bacterianas, na construcéo de sistemas de expressdo para a producao de proteinas
heterdlogas de interesse biotecnolégico e poderdo, em um futuro préximo, melhorar

as atuais técnicas de uso como, por exemplo, a maturacédo de queijos.

1.2.5. O controle da expressao génica de L. lactis

L2.5.1. A transcri¢do

O inicio da transcricdo génica ocorre quando a subunidade sigma (c) da RNA
polimerase reconhece uma regido especifica localizada sobre o DNA. Esta regido,
chamada “promotora” se localiza em uma regiao anterior a um gene ou operon e €
caracterizada pela presenca de 2 sequéncias de hexanucleotideos localizadas a —35
(TTGACA) e —10 (TATAAT) pares de base do sitio de iniciacdo da transcricdo. Apés
o reconhecimento dos hexanucleotideos da-se entéo o inicio da transcri¢ao.

Em L. lactis uma série de promotores ja foram descritos seja pela pesquisa
sistematica (Kuipers et al., 1997) ou pela andlise de genes ja identificados. Eles
apresentam sequéncias —35 (TTGACA) e —10 (TATAAT) similares as encontradas
em Escherichia coli e B. subtilis e um motivo TG (timina-guanina) localizado a 1 par

A 39

de base anterior a sequéncia —10. O principal fator sigma de L. lactis, ™, &

codificado pelo gene rpoD (Araya-Kojima et al., 1995; Bolotin et al.,, 2001) e
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apresenta homologia aos fatores ¢’° de E. coli e ¢* de B. subtilis. Com o
sequenciamento do genoma de L. lactis 1L1403, um segundo fator sigma foi
identificado, contudo a descricdo da sequéncia reconhecida e os provaveis genes
gue poderiam ser regulados pelo mesmo ainda ndo foram identificados (Bolotin et
al., 2001).

A transcricdo termina na porgéo 3’ dos genes e operons, onde uma sequéncia
palindrdmica de nucleotideos rica em guanina e citosina (GC) e timina (T), chamada
de “terminadores transcricionais”, sinaliza o fim do processo. A maioria dos genes e

operons de L. lactis apresentam tais sequéncias.

L2.5.2. A tradugdo

Em bactérias, uma vez comecada a transcricdo, da-se também inicio ao
processo de traducdo. Em L. lactis os sinais do inicio da traducdo sdo semelhantes
aos ja descritos em E. coli e B. subtilis. O sitio de fixagdo do ribossomo ou “RBS”
esta localizado na por¢ao 5" do RNA mensageiro a ser traduzido e é complementar a
sequéncia 3’ do rRNA 16S (3° CUUUCCUCC 5%’) de L. lactis (Chiaruttini and Millet
1993). Embora a maior parte dos coédons de iniciagcdo sejam AUG, outros codons

como GUG foram observados (Van de Guchte et al., 1992).

1.2.6. Ferramentas genéticas para a producdo de proteinas heterdlogas
em L. lactis

Como mencionado anteriormente, a utilizacdo de L. lactis como um “bioreator”
para a producao de proteinas de interesse biotecnoldgico foi devido ao acumulo, nos
altimos 20 anos, de conhecimentos microbioldgicos, fisiolégicos e principalmente
genéticos. Hoje, numerosas ferramentas genéticas foram desenvolvidas e algumas

destas ja vem sendo adaptadas para o uso em outras espécies de BL.
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L.2.6.1. Vetores de clonagem

Os estudos baseados na identificacdo e isolamento de plasmideos selvagens
de L. lactis e outras BL possibilitaram o desenvolvimento de varios vetores de
clonagem. Através de técnicas de biologia molecular estes plasmideos foram
manipulados de tal forma que hoje constituem importantes ferramentas para a
clonagem e estudo de genes de interesse, tanto procariontes quanto eucariontes; e
sdo constituidos basicamente de: (i) origem de replicacao, (ii) marcador (gene) de
resisténcia a antibiotico e (iii) sitio de clonagem multipla.

Entre os vetores disponiveis, basicamente dois deles tem sido intensivamente
utilizados: pAMpAL e pWVO01l (Janniére et al., 1993). O pAMgS1l é um plasmideo
originario de Enterococcus faecalis cuja forma de replicacdo € em “teta” ().
Atualmente, versdes de alto e baixo nimero de copias estdo disponiveis como, por
exemplo, os vetores plL252 e plL253, respectivamente (Simon and Chopin 1988). Ja
o pWV01 é um plasmideo cuja replicagéo é do tipo “circulo rolante” originario de L.
lactis subsp. cremoris. Ao contrario do pAMpLl, o pWV01 apresenta um amplo
espectro de hospedeiros que vao desde as BL até microrganismos Gram-negativo
como E. coli. Ele possui também versées em alto e baixo nimero de cépias como 0s

vetores pGK1 e pGK12, respectivamente (Kok et al., 1984).

L.2.6.2. Sistemas de expressdo e enderegcamento celular de proteinas heterdélogas

A expressdo de proteinas heterdlogas em L. lactis foi induzida tanto pelo
desenvolvimento do conhecimento genético quanto pelo desenvolvimento de
técnicas de biologia molecular. Através deste dueto e a fim de obter niveis elevados
destas proteinas e controlar a sua producéo, varios vetores contendo promotores
constitutivos ou indutivos foram desenvolvidos e hoje constituem a base de todos os
sistemas de expressédo em L. lactis e outras BL.

Um dos primeiros sistema de expressao génica para uso em L. lactis foi
baseado no promotor (P5c) € no gene regulador (lacR) do operon lac. Este operon

funciona de modo que o promotor P, € induzido (5 — 10 vezes) em presenca de

10



INTRODUCAO SARAIVA, T.D.L.

lactose e a transcricdo do gene regulador (lacR) € reprimida nas mesmas
proporcdes (Van Rooijen et al., 1992). Contudo, um maior nivel de inducédo era
necessario para que este sistema pudesse ser aplicado para a producdo de
proteinas de interesse. Assim um novo sistema, composto por trés vetores, que
combinava os elementos do operon lac mais elementos do bacteriéfago T7 (fago T7)
de E. coli foi desenvolvido (Wells et al., 1993b). Neste novo sistema, 0 gene que
codifica a RNA polimerase do fago T7 (T7 RNA pol) foi colocado sobre o controle do
promotor Pi,c no vetor pILPol e em um segundo vetor, uma proteina de interesse sob
controle do promotor T7. Desta forma, esse sistema funcionava de tal forma que
guando lactose era adicionada ao meio de cultura, o Pj5c induzia a expressao da T7
RNA pol, a qual acionava a expressdo do gene de interesse controlado pelo
promotor T7. Contudo, para que a célula fosse capaz de metabolizar a lactose
presente no meio, um terceiro vetor contendo o operon lac, era necessario. Este
sistema foi primeiramente testado com o fragmento C da toxina tetanica (TTFC) e
demonstrou-se capaz de produzir 22% do total de proteinas celulares.
Camundongos imunizados com linhagens L. lactis produzindo a TTFC, através deste
sistema, se mostram protegidos contra doses letais da toxina tetanica. Apesar de
permitir o controle da expresséo génica e niveis elevados de producdo, este sistema
de expressdo se tornou inviavel devido ao fato de ser constituido de trés vetores
diferentes e trés marcadores de resisténcia a antibioticos; inviabilizando também sua
aplicacé@o na industria alimenticia e farmacéutica.

Estudos sobre a regulacdo da expressdo génica de fagos comuns a
Lactococcus sp. foram a base para o desenvolvimento de sistemas de expressao
mais simples como o “sistema repressor-operador”’ do fago r1t de L. lactis (Nauta et
al., 1996). Neste sistema e em um mesmo vetor, um gene da proteina de interesse é
colocado sob o controle do promotor fagico Py, 0 qual € reprimido pela proteina
fagica Rro. Quando adicionado ao meio o agente mutagénico mitomicina C, ocorre a
quebra proteolitica da proteina repressora, Rro, e a consequente liberacdo do
promotor Pqgs. Livre da repressdo, o promotor induz a expressdo do gene sob seu
controle. Este sistema foi testado utilizando o gene repoérter lacZ de E. coli e
subsequentemente utilizando o gene acmA (autolisina) de Lactococcus sp..
Contudo, o uso de mitomicina C como indutor impede o uso deste sistema para a

producgdo de proteinas tanto em fermentadores quanto em produtos alimenticios.
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Em um outro sistema, os elementos genéticos do fago ¢$31 foram utilizados
para desenvolver um sistema de expressdo que combina o promotor Pispip € a
origem de replicacéo (ori31) (O’Sullivan et al., 1996). Aqui, assim como nos demais
sistemas, o0 gene de interesse, clonado sob o controle do Pisa10, € @ 0ri31, estdo em
um mesmo vetor. Apos o inicio da infec¢cdo pelo fago ¢31, a ori3l é alvo da
maquinaria de replicacéo fagica e a quantidade de copias do vetor dentro da célula é
aumentada. Devido a esse aumento e devido a forca do promotor Pisa10, O nivel de
expressao génica também € aumentado. Apos a lise celular causada pela replicagédo
do fago, as moléculas da proteina em questdo sdo liberadas no meio. A maior
desvantagem desse sistema € necessidade da infeccdo celular para se obter a
inducdo; o que leva a destruicdo da cultura celular, inviabilizando assim sua
utilizacao industrial.

Um dos mais promissores e poderosos sistemas de expressdo ja
desenvolvidos para o uso em BL é baseado em genes envolvidos na biossintese e
regulacdo do peptideo antimicrobiano nisina.

A nisina é um pequeno peptideo produzido e secretado por varias linhagens
de L. lactis que devido a sua capacidade antimicrobiana, € amplamente utilizada
como um conservante alimenticio natural. Onze genes (nisSABTCIPRKFEG) sao
responsaveis pela producdo, modificacdo e secrecao deste peptideo. O gene nisA
codifica o peptideo precursor de 57 residuos de aminoacidos, nisina A; nisBC estéo
envolvidos com modificacfes pos-traducionais; nisT € necessario para o transporte
através da membrana citoplasmética, enquanto nisP esta relacionado na quebra do
precursor da nisina. O gene nisl, juntamente com os genes nisFEG, codificam uma
lipoproteina que da a linhagem produtora imunidade contra a prépria nisina.
Finalmente, nisR e nisK codificam os membros de um sistema regulador de dois
componentes (NisRK) o qual controla a expressdo dos 11 genes através da
transducdo de sinal. NisK funciona como um sensor de membrana que sente a
presenca extracelular da nisina. O sinal € subsequientemente transferido para NisR
através de um processo de fosforilagdo que a torna ativa. NisR entdo é capaz de
acionar a transcricao dos genes controlados pelos promotores Ppisa € Prise (Kuipers
et al., 1993).

Baseados nestas informacgbes, varios sistemas de expressdo génica
induzidos por nisina foram desenvolvidos. Uma variedade de vetores de expresséo,

contendo o promotor Pnsa Seguido de sitios de clonagem multipla (MCS) para a
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insercdo de genes de interesse estdo disponiveis. Os sistemas podem ser
explorados em linhagens contendo apenas os genes nisR e nisK no cromossomo e
a concentracdo de nisina necessaria para a inducdo de expressao génica € minima
(0,01 — 10 ng/ml). Alternativamente, pode-se utilizar a linhagem NZ9700 de L. lactis,
produtora de nisina, quando se deseja expressar, de forma constitutiva, uma
determinada proteina de interesse (de Ruyter et al., 1996; Kuipers et al., 1998).

Demonstrando toda a sua versatilidade, o sistema “NICE” foi testado em
outras BL como Leuconostoc lactis e Lactobacillus helveticus. Como estas bactérias
nao possuem 0s genes nisSRK em seu genoma, um sistema composto de dois
vetores foi desenvolvido (Kleerebezem et al., 1997); aonde, em um primeiro vetor, 0
promotor Pnisa esta fusionado ao gene de interesse e em um segundo vetor, estdo os
genes nisRK. Posteriormente, este sistema foi ainda utilizado em outras bactérias
como Streptococcus sp., Bacillus sp., Enterococcus sp. (Eichenbaum et al., 1998) e
Lactobacillus plantarum (Pavan et al., 2000). Até entdo varias proteinas heterélogas
ja foram expressas utilizando-se este sistema que dentre todos ja desenvolvidos é o
de mais facil, forte e segura utilizacdo laboratorial.

Para que as BL servissem como “usinas celulares” para a producado de
proteinas de interesse, uma série de estudos para desenvolver novas linhagens e
eficientes sistemas de expressdo foram realizados (Djordjevic and Klaenhammer
1998). Contudo, para que algumas das proteinas produzidas (enzimas e antigenos)
por estas bactérias tivessem a atividade biolégica desejada era preciso que apos
sua sintese, estas moléculas fossem corretamente enderecadas ao seu destino final:
(i) citoplasma, (ii) membrana ou (iii) meio extracelular.

Em bactérias, o enderecamento das proteinas é realizado através de
sequéncias ou motivos protéicos. Dentre estes, o peptideo sinal (SP; signal peptide)
€ um motivo hidrofébico, pouco conservado, carregado negativamente e localizado
na por¢cao amino-terminal (N-terminal) das proteinas naturalmente secretadas pela
célula. Ele é reconhecido e clivado pela maquinaria de secre¢cdo que permite com
gque a proteina seja translocada através da membrana e liberada no meio
extracelular. Outra sequéncia é o sinal de ancoramento (CWA; Cell Wall Anchor) que
€ composto por 30 aminoacidos e € localizado na porcédo carboxi-terminal (C-
terminal) da proteina. O CWA apresenta um motivo conservado (LPXTG) que é
reconhecido pela maquinaria de ancoramento. A proteina, translocada para fora da

célula, fica covalentemente presa pelo motivo LPXTG ao peptideoglicano. Embora
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estes motivos e 0S mecanismos de secrecdo e ancoramento tenham sido
primeiramente caracterizados em B. subtilis (Simonen and Palva 1993) e
Staphylococcus aureus (Ton-That et al., 1999), sistemas homdlogos estdo presentes
em outras bactérias Gram-positiva como as BL (Fischetti et al., 1990).

Sendo assim, alguns estudos visando um maior conhecimento e uma melhor
caracterizacdo dos fatores que participam e influenciam a secrecdo de proteinas
homoélogas e heterélogas nas BL foram realizados. Sabe-se hoje que em L. lactis
poucas proteinas sdo secretadas e dentre estas encontra-se a Usp45. Esta proteina,
cuja funcdo é desconhecida, € a Unica proteina secretada em quantidades
suficientes para ser detectada em géis de proteina corados com coomassie (Van
Asseldonk et al., 1990). Também € sabido que L. lactis € capaz de reconhecer
motivos de secrecdo (SP) e ancoramento (CWA) de bactérias como S. aureus e S.
pyogenes (Le Loir et al., 1994; Piard et al., 1997). Baseados nestes conhecimentos e
nos sistemas de expressao ja existentes varios “sistemas de enderecamento celular
de proteinas heterdlogas” foram construidos.

Um dos primeiros sistemas de expressdo e enderecamento de proteinas
heterd6logas, construido em L. lactis, foi baseado no sistema T7 RNA pol. Neste
sistema, o promotor T7 foi fusionado ao fragmento de DNA que codifica o peptideo
sinal da proteina Usp45 (SPuyspss) € em seguida o gene da TTFC. Apos a indugéo do
sistema, a fusdo transcricional (Spuspss:TTFC) foi eficientemente traduzida e a
proteina TTFC foi secretada para o meio extracelular em quantidades significativas
(2,9 mg/L) (Wells et al., 1993a).

Um segundo sistema de expressdo e enderecamento de proteinas mais
simples e eficiente foi desenvolvido (Dieye et al., 2001), utilizando elementos como o
promotor constitutivo Psg (Streptococcus cremoris; Van der Vossen et al., 1987), o
SPuspas € 0 motivo de ancoramento CWA da proteina M6 de S. pyogenes. Este
sistema permitiu que a proteina modelo Nuc (nuclease de S. aureus; Shortle 1983)
fosse direcionada para o citoplasma, membrana e meio extracelular. Para a
producao citoplasmatica, a por¢aéo 5’ do gene nuc foi apenas fusionado ao promotor
Psg. Para ancorar Nuc a membrana, a por¢cédo 5’ e 3’ de nuc foram respectivamente
fusionadas ao spuspas € Cwaws, € finalmente para que Nuc pudesse ser exportado
para 0 meio extracelular, apenas uma fusdo transcricional do Spuspas € nuc foi
necessaria. Embora este sistema tenha possibilitado o enderecamento de Nuc para

trés compartimentos celulares diferentes e tenha sido testado com sucesso em
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linhagens de L. lactis subespécie cremoris e Lactobacillus plantarum, os niveis de
producdo protéica foram baixos (2,5 - 3 mg/L) devido tanto ao baixo niamero de
cOpias dos vetores, quanto & acdo da protease extracelular, HtrA (Poquet et al.,
2000).

Por fim, um terceiro sistema objetivando ndo s6 o enderecamento de
proteinas heterdlogas para o exterior da célula, mas também o controle e um maior
nivel de expressao génica das mesmas, foi construido (Le Loir et al., 2001). Em um
estudo anterior (Le Loir et al., 1998), foi demonstrado que a eficiéncia de secrecéo
da proteina Nuc, por L. lactis, era baixa (3 mg/L) provavelmente devido as cargas
positivas (+3) de seu proprio peptideo sinal. Com objetivo de se modificar essa
carga, construiu-se entdo um propeptideo sintético, o LEISSTCDA, cuja carga era
negativa (-2). Quando fusionado a porcdo N-terminal de Nuc, esse propeptideo foi
capaz de aumentar em 5 vezes a eficiéncia de secre¢édo de Nuc (15 mg/L). Em um
segundo estagio, para se aumentar os niveis de expressdo génica, a sequéncia
codificadora do peptideo sinal da Usp45 (spuspss) juntamente como o gene nuc foram
clonados em vetores de alto numero de copias, sob o controle do promotor Ppisa. Em
seguida, para que Nuc fosse eficientemente reconhecido pela maquinaria de
secrecao da célula, a sequéncia codificadora do propeptideo sintético, LEISSTCDA,
foi clonada entre 0 spyspsas € a porgéo 5’ de nuc (Pnisa:SPuspas:LEISSTCDA:nuc); o que
resultou em elevados niveis de Nuc no meio extracelular (25 mg/L). Atualmente, este
sistema vem sendo utilizado com sucesso para expressar e enderegcar uma
variedade de proteinas heter6logas de interesse biotecnolégico e figura hoje como
uma das melhores ferramentas genéticas ja desenvolvidas (Nouaille et al., 2003; Le
Loir et al., 2005).

Em 2004, Miyoshi e cols. desenvolveram um novo sistema de expressao
génica e enderecamento protéico para L. lactis. O sistema, denominado XIES
(Xylose-Inducible Expression System) que combina o promotor PxylT, elementos
genéticos (RBS e SP) da proteina Usp45 de L. lactis e o gene repdrter nuc de S.
aureus, foi utilizado com sucesso na linhagem vegetal de L. lactis NCDO2118 (L.
lactis subsp. lactis) demonstrando ser capaz de: (i) produzir, na presenca de xilose,
elevados niveis da proteina modelo Nuc de S. aureus, comparaveis apenas aos
niveis até hoje obtidos utilizando-se o sistema NICE; (ii) corretamente enderecar o
produto final para o citoplasma ou meio extracelular; e (iii) diferentemente de todos

os sistemas até hoje desenvolvidos, permitir “ligar ou desligar” a expressao génica
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pela simples adicdo de xilose ou glicose, respectivamente. O sistema apresenta
ainda certas vantagens em relacdo aos demais sistemas de expressao, como por
exemplo, ser de mais facil manipulacdo, ser menos dispendioso e principalmente,
ser mais seguro, para uso humano e animal, visto que o0 mesmo € induzido por um
acucar.

Enfim, L. lactis se destaca como um microrganismo alternativo para a
producdo de moléculas de interesse biotecnolégico, em relacdo ao uso de modelos
como Escherichia coli e Pichia pastoris. Atualmente, inUmeras proteinas de origem
eucariotica, bacteriana e viral ja foram produzidas utilizando L. lactis como sistema
de expresséao (Noualillel et al., 2003; Le Loir et al., 2005).

Nesse contexto, hosso grupo de pesquisa tém vislumbrado a implementacao
de novas estratégias de producéo de proteinas heterélogas dentro de alimentos, de
forma segura e econbmica, mediada por L. lactis, como por exemplo, a producao da
Quimosina bovina recombinante, uma enzima de grande importancia na inddstria
queijeira, responsavel pela coagulacdo do leite, que ocupa até 80% do mercado

mundial de coagulantes.

I.3. Quimosina

1.3.1. Introduc¢ao

A Quimosina bovina € a principal enzima responsavel pela coagulacdo do
leite no estdbmago de bezerros recém-nascidos. Ela pertence ao grupo das aspartil
proteases e vem sendo utilizada na industria alimenticia como agente coagulador do
leite no processo de fabricacdo do queijo (Harris et al., 1982; Hidaka et al., 1986;
Vega-Hernandez, 2004). O principal inconveniente da aplicabilidade da Quimosina
bovina — no caso da fabricacdo de queijos — esta relacionado aos processos de
obtencdo da molécula: (i) o isolamento da enzima diretamente do estdbmago de
bezerros, e (ii) a purificacdo da mesma; o que pode ser dificultoso e oneroso.

Frente a estes inconvenientes, iniciou-se uma busca por fontes alternativas
visando a substituicdo da Quimosina bovina por quimosinas produzidas por outros

organismos.
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1.3.2. Origem

A Quimosina comeca a ser produzida no estbmago dos ruminantes enquanto
estes ainda estdo no Utero durante a gestacdo (Fox et al.,, 2004). A molécula é
sintetizada, in vivo, pelas células mucosas da quarta camara estomacal (abomaso),
sendo produzida primeiramente como uma pré-enzima fusionada a um peptideo
sinal, a Pré-pré-quimosina, uma proteina de 381 residuos de aminoacidos. A regiao
chamada “pré” consiste em 16 aminoacidos hidrofébicos responsaveis por direcionar
a proteina para a exportacdo. Sendo lancada a luz do estbmago em sua forma
inativa, a Pré-quimsina (40,8 kDa), converte-se em Quimosina (Figura 1) devido as
condicdes acidas do estbmago, que € responsavel pela perda de 42 residuos de
aminoacidos da regido N-terminal. A Quimosina apresenta 322 aminoacidos, 35,6
kDa, e é resultado da atividade autocatalitica da Pro-quimosina em pH em torno de
5. Quando o pH esta proximo a 2, o produto gerado € a Pseudoquimosina (337
aminoacidos). Tanto a Quimosina quanto a Pseudoquimosina sdo capazes de
coagular o leite (Emtage et al., 1983; Foltman et al., 1979; Mohanty et al., 1999;
Pedersen et al., 1979; Vega-Hernandez et al., 2004).
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Bos taurus

-16 1 43 365

SECRECAO PARA
0 ABOMASO

40,8 kDa

pH ACIDO

35,6 kDa

Figura 1 — Representagdo esquematica da sintese, in vivo, da Quimosina bovina. A enzima é
produzida pelas células estomacais na forma Pré-pré-quimosina, uma pro-enzima contendo um

peptideo sinal que é clivado quando a mesma € secretada no abomaso. Na condi¢do &cida do

estbmago, a Pré-quimosina perde 42 residuos de aminoacidos da regido N-terminal convertendo-se a
sua forma ativa, Quimosina.

1.3.3. Isoenzimas de Quimosina

Quatro formas da (pro-) Quimosina bovina ja foram descritas na literatura: A,
B, C.e D.

As Quimosinas A e B sdo as formas mais importantes e melhores
carcterizadas da Quimosina bovina. Representam variacdes alélicas de um unico
l6cus génico (Donnelly et al., 1986) composto por 9 éxons separados por 8 introns
(Hidaka et al., 1986), diferindo-se apenas por um residuo de aminoacido na posi¢cao
244, onde a Quimosina A apresenta um Acido Aspartico (Asp) enquanto a
Quimosina B possui uma Glicina (Gly) nesta posicéo. Esta diferenca é responsavel
por uma maior afinidade da Quimosina A pela Kappa-caseina (k-caseina), por gerar
uma estabilizacdo eletrostatica adicional do complexo Quimosina-k-caseina. Porém,

a Quimosina B ocorre em maior abundancia e apresenta-se mais estavel em um pH
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baixo (ou ambiente acido) (Donnelly et al., 1984; Foltmann et al.,1979; Foltmann,
1992; Fox et al., 2004; Rampilli et al., 2005).

Estudos preliminares sobre a Quimosina C sugeriram que esta se originava
da degradacéo autolitica da Quimosina A (Danley and Geoghegan, 1988; Foltmann,
1964; Foltmann et al., 1977). No entanto, Rampilli e cols. (2005), analisando as
isoenzimas da Quimosina presentes no estbmago de bovinos pela técnica de HPLC
(high performance liquid chromotography) conseguiram diferenciar a variante C do
produto de degradacdo da Quimosina A, sugeriram que a Quimosina A e C sao dois
alelos distintos.

A quarta forma, a (pro-) Quimosina D (Asato and Rand, 1972, 1977), n&o foi
totalmente caracterizada de modo que nao ficou comprovado que se trata de outro

alelo diferente das outras ja descritas (Rampilli et al., 2005).

1.3.4. Caracteristicas bioquimicas

A Quimosina, também chamada renina, € classificada pela International Union
of Biochemistry and Molecular Biology como uma aspartil endopeptidase sob a

identificacdo EC 3.4.23.4 (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/).

A proteina possui uma cadeia peptidica Unica com baixo conteddo de
residuos basicos e rico em residuos de aminoacidos dicarboxilicos e B-hidroxi
(Foltmann et al., 1977, Foltmann et al., 1979; Harris et al., 1982; Moir et al., 1982;
Hidaka et al., 1986).

A estrutura secundaria da Quimosina consiste principalmente em
conformacgdes B-sheet e poucos segmentos a-hélice (Fox et al., 2004). Ja sua
estrutura terciaria esta organizada em dois lobos (Figura 2) de dobramentos
similares que estdo separados por um sulco profundo (Foltmann et al., 1979; Tang et
al., 1978). Esta estrutura bilobada mantém-se estavel devido a presenca de uma
rede de pontes de hidrogénios presente nos aminoacidos Thr33, Ser35, Thr216,
Thr218, Gly217, Gly34 e trés pontes de dissulfeto (Mohanty et al., 1999).

O sitio catalitico € composto principalmente por dois residuos de &cido
aspartico que se encontra entre os dois lobos ondes estes apresentam sequencia

Asp-Thr-Gly-Thr em posic¢des topologicamente equivalente, de modo que cada lobo
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contribui com um residuo de acido aspartico (Asp92 e Asp274) para a form¢ao do

sitio catalitico (Groves et al., 1998; Mantafouins and Pitts, 1990).

Figura 2 — Modelo computacional da estrutura terciaria da Quimosina bovina de Bos taurus. As
conformacgdes B-sheet (representadas em verde), a-hélice (em vermelho), e o sitio catalitico (Asp92 e
Asp274; em rosa).

Fonte: http://merops.sanger.ac.uk/, sob o nimero de acesso A01.006.

1.3.5. Mecanismo de atua¢dao Quimosina na coagulacao do leite

O processo de coagulacdo ocorre pela precipitacdo das fosfoproteinas do
leite, também chamadas de caseinas, o que corresponde a cerca de 80% das
proteinas totais do leite bovino. Destas, 46% séo do tipo a (sl e s2), 34% do tipo B,
7% do tipo y (peptideos resultantes da protedlise das outras caseinas) e 13% séo de
caseina tipo «x (Alonso, 2001).

As caseinas a1, 0s2 € B possuem alto grau de fosforilacéo (14, 10 e 8 grupos
fosfatos, respectivamente), e as cargas negativas encontram-se distribuidas de
maneira desigual pela molécula gerando diferentes graus de hidrofobicidade. A
aglomeracdo destas cargas confere a estas caseinas a capacidade de ligar-se ao

calcio e, consequentemente, precipita-la (Eck, 1987; Fiat and Jolles, 1989).
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J4 a «x-caseina, que contém apenas um grupo fosfato, ndo se precipita
mesmo em altas concentragBes de calcio. Como esta caseina possui uma cadeia
peptidica cuja estrutura primaria apresenta duas regides [(i) uma que possui um
carater basico e hidrofébico (N-terminal); (ii) e outra acida e hidrofilica (C-terminal)],
sua regido hidrofébica uni-se as caseinas a e B, enquanto que a regiao hidrofilica
fica exposta a agua, comportando-se como um coldide protetor, formando um
complexo estavel e soltuvel (Eck, 1987; Mahaut et al., 2000; Chitpinityol and Crabbe,
1998). Estas unidades sdo chamadas de submicelas que ligadas, por pontes de
fosfato coloidal (CaPO,), as outras submicelas formam a micela de caseina (Figura
3). Sendo nesta forma, coloidal, que a maioria das caseinas (>95%) encontra-se no
leite (Foltman, 1987; Fox, 1988).

O K-casein A

Hydrophobic p.ogq and o3 -caseins

core

woccore Phosphate group

hydrophobic core B

. CMP "hairy"
\ layer
X - casein -
enriched surface

& o Q(F’I:'.ﬁl . Cluster

Figura 3 — Representagdo esquemdtica da organizacdo das micelas de caseina. A: Submicela de
caseina. B: Desenho que demonstra a disposicdo da polaridade das submicelas. C: Micela de
caseina.

Quando o bezerro alimenta-se do leite, a Quimosina reconhece a k-caseina, e
cliva a ligacdo existente entre os residuos de Fenilalanina (105) e Metionina (106)
(Mathur and Dutta, 1983). Assim o dominio hidrofobico (1-105) e o hidrofilico (106-

21



INTRODUCAO SARAIVA, T.D.L.

169) sdo separados gerando como produtos: a Para-k-caseina (p-k-caseina) e o
macropeptideo, respectivamente.

Em presenca de célcio, a p-x-caseina precipita-se juntamente com as
caseinas sensiveis a este ion. Formando uma solugdo semi-solida no estbmago
desses animais, e permitindo assim, a digestdo das proteinas devido a sua
permanéncia no mesmo por um periodo de tempo maior (Fox and McSweeney,
1999).

No processo de coagulacdo do leite, para a producdo de queijo, podemos
entender o resultado da coagulacdo da seguinte forma: a gordura e a agua do leite
sao incorporadas a esta massa formando o coagulo, enquanto que o macropeptideo

é liberado com o soro.

1.3.6. Obtenc¢dao da Quimosina para uso comercial

Como a secrec¢do da Quimosina € intensa no inicio da vida desses animais e,
no decorrer do seu crescimento, substituida pela pepsina (Figarty and Kelly, 1990),
sua obtencao foi inicialmente realizada através da extracdo de enzimas gastricas de
bezerros.

Para isso dois métodos podem ser utilizados: o tradicional ou o0 moderno. O
método tradicional consiste na secagem e limpeza do esttmago do bezerro que é
picado em pequenos pedacos, e entdo, submerso em uma salmora, ou soro de leite,
juntamente com um pouco de vinagre ou vinho para baixar o pH da mistura. Depois
de certo tempo, que pode variar de uma noite até varios dias, a mistura é filtrada e
pode ser adicionada diretamente ao leite para realizar a coagulacdo. Ja o método
moderno utiliza estdbmagos congelados e moidos que séo adicionados a uma
solucdo de extracdo de enzimas. O extrato bruto é, entdo, ativado pela adicdo de
acido, neutralizacao e diversas filtracdes, seguidas de concentracao (Carroll, 2003).

O produto extraido do abomaso destes animais € chamado de “coalho” e,
guando obtido de animais jovens, € composto por 85-95% de Quimosina e 5-15% de
pepsina. A demanda por estdmagos de bezerro para a extracdo de coalho € muito
elevada, o que se torna um fator que dificulta a producdo, devido ndo sé ao alto

custo, mas também a escassez da matéria-prima (Ustunol and Hicks, 1990).
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A falta de coalho de origem bovina entre os anos de 1962 e 1972, gerada pelo
aumento da demanda de carne, despertou o interesse da industria em buscar

coagulantes de fontes alternativas (Ustunol and Hicks, 1990).

1.3.6.1. Coagulantes alternativos

A pepsina de origem bovina, porcina e de frango foram avaliadas quanto sua
capacidade de coagulacdo do leite, e embora apresentem esta capacidade, estas
sdo menos especificas em clivar a k-caseina que a Quimosina e acabam por
hidrolisar excessivamente outras fragdes de caseina, principalmente a B-caseina,
promovendo um acumulo de peptideos de baixo peso molecular com alto grau de
hidrofobicidade, que sdo degradados durante a maturacdo do queijo e estdo
diretamente relacionados com o aparecimento do sabor amargo (Desmazeaud and
Gripon, 1977; Fox, 1988; Guigoz and Solms, 1976; Lemieux and Simard, 1991;
Stadhouders and Hup, 1975; Steele and Unlu, 1992), além disso foi observado a
formacdo de um coagulo pouco consistente e de baixo rendimento (Marth and
Steele, 2001; Van den Berg, 1992).

Determinadas plantas como Galium verum, Urtica dioica, e Cynara
cardunculus possuem proteases capazes de coagular o leite, também denominadas
de “coalho vegetal”. Estas tém sido utilizadas para a producdo de queijos
tradicionais, no entanto sua producao fica restrita a regido de ocorréncia (Vallejo et
al., 2008).

Diversos microrganismos também s&o capazes de sintetizar enzimas
coagulantes, com destaque para os de origem fungica (Mucor pusillus, Mucor
meihei, Endothica parasitica, Aspergillus oryzae e Irpex), que séo utilizados pela
indUstria queijeira. No entanto, coagulantes microbianos apresentaram algumas
desvantagens, como: (i) uma taxa de protedlise maior que a desejada (embora
menor que as obtidas pelas pepsinas); (i) uma alta estabilidade térmica,
aumentando sua atividade proteolitica durante o tratamento térmico do leite; o que
por fim, gera a necessidade de alteracdo no processo de producdo do queijo
(Emmons and Binns, 1991).

E possivel, ainda, promover a coagulacio do leite sem a adicdo de qualquer

enzima, através da coagulacédo acida. Esta coagulacdo ocorre pela redugcéo do pH
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do leite (naturalmente em torno de 6,6) até o ponto isoelétrico das caseinas, pH 4,6.
Quando ions de hidrogénio sdo adicionados ao leite (acidificacdo), eles sao
adsorvidos pelas moléculas de proteina. Em pH 4,6 as caseinas apresentam a
mesma quantidade de cargas positivas e negativas e se aglomeram pela anulacéo
das cargas entre as moléculas, formando uma estrutura com peso molecular maior
que leva a formacéo do precipitado (queijo). A reducdo do pH pode ser obtido pela
adicao de bactérias lacteas ou pela aplicacdo direta de um acido, como por exemplo,
0 &cido citrico e o &cido acético. (Aquarone et al., 2001; Veisseyre, 1998).

A coagulacgéo 4cida € utilizada na fabricacao de alguns tipos de queijo como o
Cottage, Requeijdao e Quarg. No entanto, o codgulo resultante € fragil, pouco
contratil e de dificil desidratacdo, além de apresentar um menor rendimento do
processo de fabricacdo de queijo quando comparado com a coagulacdo enzimatica
(Aquarone et. al., 2001; Veisseyre, 1998). JA o coagulo obtido pela coagulagéo
enzimatica possui caracteristicas de grande importancia para o trabalho e a
evolucdo posterior do coagulo como flexibilidade, elasticidade, compactacao,
impermeabilidade e contratibilidade (Veisseyre, 1998).

Em suma, a Quimosina bovina continua sendo o coagulante mais apreciado
pela inddstria alimenticia para a fabricagdo de queijo devido a sua alta
especificidade em clivar a k-caseina. Sua baixa atividade frente a outras caseinas e
proteinas do soro resulta em uma taxa ideal de protedlise, e gera um rendimento
6timo da coalhada para a producdo de queijos de superior qualidade (Marth and
Steele, 2001; Ustunol and Hicks, 1990).

1.3.6.2. Quimosina recombinante

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, varios grupos de pesquisa
passaram a clonar e expressar 0 gene que codifica a Quimosina bovina em
microrganismos (Beppu, 1991; Emtage et al., 1983; Harris et al., 1982; Parente et
al., 1990; Teuber, 1990; Vega-Hernandez et al., 2004; Yu,1994).

Em 1980, Uchiyama e cols., purificaram pela primeira vez o mRNA das
células do abomaso de bezerros. Posteriormente, o cDNA da pré-quimosina foi
obtido e clonado no vetor pBR322 (Moir et al., 1982). Em 1982, o cDNA da pré-pro-

guimosina e da quimosina foram sequenciados. McGuire (1986) observou que a
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sequéncia do cDNA publicada por seis grupos apresentavam diferenca na posicao
de 22 nucleotideos, resultando em varia¢cdes de aminoécidos. Assim, esfor¢os foram
empregados para a clonagem e caracterizacdo do cDNA da pro-quimosina. Sendo,
entdo, clonada e expressa pela primeira vez em E. coli (Nishimori et al., 1982).

Desde entdo diversas formas de Quimosina foram produzidas em E. coli,
como Pré-pro-quimosina, met-Pré-quimosina (proteina iniciada por uma metionina
ndo pertencente a composicao original da molécula) e met-Quimosina (Mohanty et
al., 1999).

As diferentes versdes da quimosina foram clonadas em plasmideos com
caracteristicas distintas (promotor, RBS, ATG, fusdo protéica), sendo que algumas
destas construcdes se destacarm por aumentar a producdo da proteina heterdloga.
No entanto, E. coli produz a Pré-quimosina recombinante na forma de corpos de
inclusdo, agregado protéico biologicamente inativos resultantes do enovelamento
incorreto das cadeias polipeptidicas recém sintetizadas. Caracteristica que torna o
processo de obtencdo da proteina dispendioso, uma vez que requer a solubilizacao
deste agregado insolavel em uréia antes da purificacdo por cromatografia de troca
ibnica, seguida por didlise e acificacdo para conversao do precursos protéico na
Quimosina ativa (Chisti, 1998; Nishimore et al., 1982; Emtage et al., 1983; Marston
et al., 1985).

Estudos demonstraram que nem mesmo a delecdo de mais de 70% da
sequéncia da pro-quimosina alterava significativamente o acumulo da proteina
nesse tipo de agregado (McCaman, 1989).

Desde a construgcédo da linhagem de E. coli, produtora de Quimosina bovina,
NUMErosos grupos de pesquisa seguiram 0S mesmos passos, porém usando outros
microrganismos para a obtencéo da proteina recombinante.

Em Saccharomyces cerevisiae, o0 cDNA da pré-quimosina foi clonado
fusionado ao peptideo sinal da invertase, uma enzima exportada, responsavel pela
hidrolise da sacarose em glicose e frutose, nesta levedura, o que resultou em uma
secrecdo de 10% da Pro-quimosina produzida. JA como pré-pro-quimosina, pro-
guimosina e quimosina foi expressa sob o promotor constitutivo da fosfoglicerato
kinase (pGK), representando aproximadamente 5% do total das proteinas da
levedura (Goff et al.,1984; Mellor et al., 1983; Moir et al., 1984).

A pro-quimosina foi expressa também em Proteus mirabilis fusionada a

exotoxina pirogénica de estreptococos tipo A (Sep-A) com o promotor, RBS e
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peptideo sinal da Sep-A. A Pro-quimosina bovina foi secretada para o meio
extracelular, onde foi convertida em sua forma ativa pelo processo autocatalitico,
sendo capaz de coagular o leite (Klessen et al., 1989).

A linhagem recombinante de Aspergillus niger var. awamori produtora de
Quimosina desenvolvida por Dunn-Coleman e cols. (1991) atingiu a producao de
1g.Lh

Parente e cols. (1991) construiram linhagens de B. subtilis produtoras da Proé-
guimosina; para isso utilizaram dois tipos de plasmideos: um para producédo da
enzima na forma secreteda e outro para producao na forma intracelular. No entanto,
a Pré-quimosina produzida pela linhagem com producao intracelular, encontrava-se
acumulada em uma forma insolavel, como os corpos de inclusdo observados na
producdo em E. coli. A Pro-quimosina com enderegamento extracelular foi secretada
em baixas quantidades.

Em Kluyveromyces lactis a ORF da pro-quimosina foi inserida em seu
genoma sob o controle do promotor da lactase, o LAC4, um promotor forte e
induzivel. O precursor produzido foi capaz de converter-se autocatiliticamente na
sua forma ativa, a Quimosina (Van-den-Berg et al., 1990).

A literatura também descreve a producdo de Quimosina por células epiteliais
humanas (Kolmer et al., 1991) e pelas glandulas mamarias de coelhos trangénicos
(Brem et al., 1995).

Segundo o Food and Drug Administration (FDA), a Quimosina bovina
recombinante ndo apresenta diferenca daquelas produzidas pelos bezerros, sendo
gue a proteina heteréloga possui a vantagem de ser obtida com maior grau de
pureza que as extraidas do abomaso dos bovinos devido a presenca de outras
enzimas gastricas. Porém ainda poucas empresas como a Pfizer (Chr-Hansen; E.
coli K12 — Pré-quimosina A), Genencor International (Chr-Hansen; Aspergillus niger
var. awamori — Pro-quimosina B) e Royal Gist-Brocades (Kluyveromyces lactis — Pro-
guimosina B) produzem e comercializam Quimosinas recombinantes (Halfhide, 1992;
Harboe, 1992; De Leeuw and Swinkels, 1993; Lynch, 1994; Praaning-Van Dalen,
1992; http://www.fda.gov/).

A Quimosina recombinante chega ao mercado com um valor 40-50% menor

gue a Quimosina obtida a partir de bezerros. De acordo com o U.S. Department of
State (http://fpc.state.gov/6176.htm), em 1999, mais de 60% dos queijos “firmes”

foram produzidos utilizando Quimosina produzida por engenharia genética. Em
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2006, a Quimosina recombinante ja ocupava mais de 80% do mercado mundial de
coagulantes (Jonhoson and Lucey, 2006) e dois anos depois a Quimosina
recombinante ja era utilizada em aproximadamente 90% dos queijos produzidos nos

Estados Unidos e na Gra Bretanha.
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I1. JUSTIFICATIVA

Durante o processo de producdo de queijo as proteinas do leite s&o
precipitadas para a formacdo do coagulo devido a atividade proteolitica do
coagulante acrescido ao leite. A Quimosina, a enzima mais abundante no estdmago
de bezerros recém-nascidos, tem sido tradicionalmente utilizada para isso (Figarty
and Kelly, 1990; Harris et al., 1982; Hidaka et al., 1986; Vega-Hernandez, 2004).

Com a reducdo do numero de bezerros disponiveis para o abate e a alta
demanda de coagulante gerada pelo constante crescimento da producdo de queijo
mundial, fontes alternativas de coagulantes foram buscadas (Ustunol and Hicks,
1990).

Nesse contexto, diversos microrganismos geneticamente modificados
produtores de Quimosina bovina foram construidos. Embora a Quimosina
recombinante apresentasse maior grau de pureza que a Quimosina obtida a partir de
bezerros, poucas construcbes apresentaram caracteristicas que permitissem um
escalonamento de sua tecnologia para a industria (Beppu, 1991; Emtage et al.,
1983; Harris et al., 1982; Mohanty et al., 1999; Parente et al., 1990; Teuber, 1990;
Vega-Hernandez et al., 2004; Yu,1994).

L. lactis, a BL mais bem caracterizada e organismo modelo no estudo das
mesmas; pode ser considerado um bom candidato para a producdo de proteinas
heterdlogas, devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de facil manipulacéo; (ii) ser
“GRAS?; (iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi sequenciado (Bolotin et al., 2001)
e possuir um grande namero de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (De Vos
and Simons, 1994; Duwat et al., 2000; Bolotin et al., 2001), (iv) possuir sistemas de
expressdo com diferentes enderecamentos proteicos (citoplasma, meio extracelular
e ancoramento junto a parede celular), (v) por ser um microrganismo que néo produz
endotoxinas ou mesmo qualquer produto metabdlico téxico (Bolotin et al., 2001) e
(vi) apresentar poucas proteinas naturalmente secretadas (Van Asseldonk et al.,
1990).

O desenvolvimento de um sistema de expressao contendo o promotor da
xilose permease, PxylT (XIES - Xylose-Inducible Expression System), ou seja, um

sistema de expressao induzido por agucar, torna a producéo de proteina heterélogas
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menos dispendiosa e, principalmente, mais segura, caracteristica importante para a
producdo de moléculas destinadas a producéo de alimentos (Miyoshi et al., 2009).

A capacidade do sistema XIES em enderecar a proteina para 0 meio
extracelular, juntamente com o fato de L. lactis ndo secretar quantidade consideravel
de proteinas enddgenas, podem constituir uma interessante alternativa para a
obtencdo da Quimosina bovina. Pois, conforme descrito na literatura e utilizado
industrialmente, proteinas heterélogas produzidas sob estas condi¢cdes podem ser
recuperadas pela simples separacdo destas moléculas das células produtoras, por
centrifugacéo ou filtragdo, sem a necessidade de passos posteriores de purificagao
(Van Dijck, 1999).

Como diversas linhagens de L. lactis ttm sido amplamente utilizadas pela
industria queijeira como “culturas starters”, ou culturas iniciadoras, que sao
adicionadas ao leite para reduzir o pH do mesmo, pela conversdo da lactose em
acido lactico. E assim, o leite acidificado gera instabilidade nas micelas de caseina
tornando as ligacGes peptidicas mais suscetiveis a clivagem pelo coagulante
(Aquarone et al., 2001; Nicolau, 2008).

Ou seja, durante o processo de fabricacdo de queijo, a Quimosina
(coagulante) é adicionada ao leite logo apés este ser inoculado com L. lactis
(culturas lacticas), de modo que o desenvolvimento de um fermento lactico produtor
de Quimosina bovina mostra-se como alternativa interessante, no que diz respeito a
reducdo do processo downstream de obtencdo do coagulante (Sheehan et al.,
2006).

Neste caso, a Quimosina bovina produzida por L. lactis poderia ser tanto
secretada como retida no citoplasma, duas opcdes de enderecamento disponiveis
pelo sistema XIES de expresséao.

Tendo isso em vista, 0 objetivo do presente trabalho foi o de desenvolver um
novo processo de producdo e obtencdo microbioldogica da Quimosina bovina
baseado na utilizacdo de linhagens recombinantes de L. lactis.
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II1. ESTRATEGIA 1

Construcao de Linhagens de L. lactis Produtoras da Forma

Citoplasmatica e Secretada da Pro-quimosina bovina B

Esta primeira estratégia descreve a utilizacdo da seqiiéncia codificadora da
Pro-quimosina bovina B para a construgéo de linhagens recombinantes de L. lactis.
A pro-quimosina bovina B foi utilizada pela grande maioria dos trabalhos descritos
na literatura para construcdo de microrganismos geneticamente modificados
produtores de Quimosina bovina.

A proteina heteréloga foi produzida por L. lactis com dois enderecamentos:
citoplasmatico e secretado.

Nesta estratégia, as proteinas produzidas foram, ainda, submetidas a
avaliacdo quanto a sua atividade proteolitica.
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I11.1. Objetivos

I11.1.1. Objetivo Geral

Desenvolver um novo processo de producao e obtencdo microbiologica da

Quimosina bovina baseado na utilizacéo de linhagens recombinantes de L. lactis.

I11.1.2. Objetivos Especificos

1. Confeccionar a ORF (open reading frame) sintética codificadora da

Pré-quimosina bovina B, modificada para codons preferenciais de L. lactis.
2. Clonar a ORF modificada nos vetores de expressdo pXylT:CYT
(enderecamento citoplasmatico) e pXylT:SEC (enderecamento extracelular), do

sistema XIES (Xylose-Inducible-Expression-System).

3. Obter linhagens de L. lactis produtoras da forma citoplasméatica e

secretada da Pr6-quimosina bovina B.

4. Avaliar a capacidade de coagulacdo do leite da Pro6-quimosina B

recombinante (rPré-quimosina B).
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II1.2. Material e Métodos

I11.2.1. Linhagens bacterianas, plasmideos e condi¢des de cultivo

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho, bem
como suas caracteristicas, encontram-se listados nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente. As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio 2xYT a 37°C com
aeracdo (sob agitacdo de 150 rpm). As linhagens de L. lactis foram cultivadas em
meio M17 acrescido de 0,5% de glicose (GM17) a 30°C sem aeracdo (sem
agitacdo). Para o cultivo em meio sdlido, os meios foram acrescidos de 1,5% (p/v) de
agar bacteriolégico. Quando necessario, os meios foram suplementados com

ampicilina (100 pg.mL™), canamicina (100 pg.mL™) ou cloranfenicol (10 ug.mL ™).

I11.2.2. Manipula¢cao do DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulacao
de DNA plasmidiano foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos
(Sambrook and Russel, 2001), com algumas modificacBes especificadas junto aos

métodos.
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Tabela 1: Linhagens bacterianas utilizadas para realizar a clonagem e expressao da Pro-

quimosina B em L. lactis.

Linhagens

Caracteristicas

Referéncias

E. coli TG1 (pXyIT:CYT:nuc)

E. coli TG1 (pXyIT:SEC:nuc)

E. coli TOP10

L. Lactis NCDO2118

L. Lactis NCDO2118
(pPXyIT:CYT:pré-quimosina B)

L. Lactis NCDO2118
(pXyIT:SEC:pré-quimosina B)

supE, hsd, A5, thi, A(lac-proAB),
F’(traD36 proAB-lacZA M15);
Portadora do plasmideo
pXyIT:CYT:nuc

SupE, hsd, A5, thi, A(lac-proAB),
F’(traD36 proAB-lacZA M15);
Portadora do plasmideo
pXyIT:SEC:nuc

(F¢80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169 endAl recAl hsdR17(ry-
my+) deoR thi-1 supE44 A" gyrA96
relAl)

Linhagem selvagem de L. lactis

subsp. lactis

Linhagem recombinante de L. lactis

subsp. lactis; Portadora  do
plasmideo pXyIT:CYT:pro-
guimosina B

Linhagem recombinante de L. lactis

subsp. lactis; Portadora do
plasmideo pXyIT:SEC:pro-
guimosina B

Colecao®

Colecao®

Invitrogen™

Colec¢ao®

Este trabalho

Este trabalho

2. Linhagem pertencente a colegéo de microrganismos do Laboratério de Genética Celular e

Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Tabela 2: Plasmideos utilizados para realizar a clonagem e expressao da pré-quimosina B

em L. lactis na forma secretada e citoplasmatica.

Plasmideos

Caracteristicas relevantes

Referéncias

pBSIISK:pro-quimosina B

pCR®II-TOPO (Blunt)

pCRII-TOPO:pré-quimosina B:CYT

pCRII-TOPO:pro-quimosina B:SEC

pXyIT:CYT:nuc

Vetor pBluescript Il SK (Vetor de
clonagem/Amp'/pUC ORI) contendo
a ORF sintética codificadora da
bovina B

Pré-quimosina com

cbédons preferenciais de L. lactis

Vetor de clonagem/Amp'-Km'/puC
ORI

pCR®-Blunt II-TOPO®
contendo a ORF codificadora da

Vetor

Pro-quimosina bovina B (forma

citoplasmatica) com codons
preferenciais de L. lactis
Vetor pCR®-Blunt II-TOPO®

contendo a ORF codificadora da
Pro-quimosina bovina B (forma
coédons

secretada) com

preferenciais de L. lactis

pWVO01/Cm"; vetor de expressao
contendo o sitio de ligacdo do
ribossomo (RBS) da seqiéncia
codificadora da proteina Usp45
fusionado & sequéncia codificadora
da nuclease de Staphylococcus
aureus (nuc), sob o controle do

promotor Pyt

Epoch Biolabs

Inc.

Invitrogen™

Este trabalho

Este trabalho

Miyoshi e cols.,
2004
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pXylT:SEC:nuc pWV01/Cm"; vetor de expressdo Miyoshie cols.,
contendo a sequéncia codificadora 2004
do peptideo sinal da proteina
Usp45 (SPUsp) fusionada a ORF
nuc de S. aureus, sob o controle do

promotor Pyyr

pXyIT:CYT:pré-quimosina B Vetor de expressdo pXylT:CYT:nuc Este trabalho
no qual a ORF nuc foi substituida
pela ORF codificadora da Pro-
guimosina bovina B com cédons

preferenciais de L. lactis

Vetor de expressao pXylT:SEC:nuc
pXyIT:SEC:pré-quimosina B no qual a ORF nuc foi substituida Este trabalho

pela ORF Pré-quimosina bovina B

com coOdons preferenciais de L.

lactis

Amp'": confere resisténcia & ampicilina; Km': confere resisténcia & canamicina; Cm': confere

resisténcia a cloranfenicol.

I11.2.3. Construcdao da ORF sintética da Pro-quimosina bovina B com
codons preferenciais de L. lactis

A sequéncia codificadora da Pré-quimosina bovina B foi confeccionada pela
empresa Epoch Biolabs, Inc., sediada nos Estados Unidos. Para tanto, em um
primeiro estagio, a sequéncia nucleotidica do cDNA da Pré-quimosina bovina B foi

obtida junto ao GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), através do numero de

acesso NM _180994.1. Em seguida, a referida seqUéncia teve a sequéncia
codificadora do seu peptideo sinal retirada. Logo apés, a seqiiéncia foi submetida a
um programa computacional, da propria Epoch Biolabs, para a conversdo da
sequéncia original, com codons preferenciais de Bos taurus, em uma sequéncia
modificada com codons preferenciais de L. lactis; o que, ao final, resultou em uma

sequéncia modificada de 1.098 pb. Por fim, a ORF sintética foi, entdo, clonada no
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vetor pBluescript 1l SK, gerando o plasmideo pBSIISK:pré-quimosina B. A
integridade do mesmo foi conferida por sequenciamento nucleotidico (Sanger et al.,
1977).

I111.2.4. Preparacdo do DNA plasmidiano pBSIISK:pré-quimosina B

Cerca de 1 ug do plasmideo pBSIISK:pro-quimosina B, liofilizado (assim como
recebido da empresa Epoch Biolabs) foi eluido em 20 pL de agua ultrapura estéril,
homogeneizado em vortex, mantido a 37°C por 30 minutos, e utilizado para

transformar células eletrocompetentes de E.coli TOP10.

I11.2.4.1. Transformagdo bacteriana

I11.2.4.1.1. Confeccao de E. coli eletrocompetente
Uma colonia de E. coli TOP10 (Tabela 1) foi inoculada em 5 mL de meio 2xYT

e incubada a 37°C durante 18 horas com aerac¢do. Uma aliquota de 3 mL desta
cultura foi inoculada em 300 mL de 2xYT e incubada, sob as mesmas condicbes, até
atingir uma densidade optica a 600nm (DOgponm) entre 0,2 e 0,3. Uma vez alcancada
a DOgoonm desejada, a cultura foi centrifugada a 5.000 rpm durante 18 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 300 mL de uma
solucado de glicerol 10% estéril; processo este que foi repetido mais 4 vezes. Apos a
altima lavagem, as bactérias foram ressuspensas em 1 mL de solucédo de glicerol
10%. Por fim, a mistura foi dividida em aliquotas de 100 pL que foram estocadas a -
70°C.

Para andlise da eficiéncia de transformacdo, uma aliqguota com células
eletrocompetentes, congelada a -70°C, foi colocada no gelo durante 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se 10 ng do plasmideo pUC18 e a mistura foi transferida para
uma cubeta de eletroporacéo (2 mm — Bio-Rad Laboratdries), previamente resfriada.
A amostra foi submetida a um pulso de 2,5 kV de voltagem, 25 uFD de capacitancia
e 200 Q de resisténcia utilizando um eletroporador CelljecTUno (Thermo Electro
Corporation). Imediatamente apds o pulso, as células foram ressuspensas em 900
puL de meio 2xYT e estas foram incubadas a 37°C por cerca de uma hora e meia.

Diluicdes de 107, 102, 10 foram semeadas em meio 2xYT agar suplementado com
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ampicilina (100 pg.ml™) e incubadas a 37°C durante 18 horas. Foram obtidas 8,7 x
107 unidades formadoras de colénia (UFC) por micrograma de DNA.

I111.2.4.1.2. Transformacgao de E. coli TOP10 com o plasmideo pBSIISK:pro-
quimosina B

A transformacé&o do plasmideo pBSIISK:pro-quimosina B em células de E. coli
TOP10 foi conduzida por eletroporacdo seguindo os mesmos parametros descritos
no item Ill.2.4.1.1.. Para tanto, cerca de 100 ng do plasmideo pBSIISK:pré-
qguimosina B foram utilizados. Como controle negativo, utilizou-se, no lugar do
plasmideo, 0,5 uL de agua ultrapura estéril.

O processo de selecdo dos transformantes consistiu em transferir uma
aliqguota de 100 uL da suspensao de células eletroporadas, de cada amostra, para
placas de Petri contendo meio 2xYT &gar suplementado com 100 pg.mL™ de
ampicilina. As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 16 horas. Apos
este periodo as placas foram avaliadas quanto a presenca de clones recombinantes.

A etapa seguinte consistiu na selecdo de alguns clones, obtidos na placa
resultante da transformacdo com o plasmideo pBSIISK:pro-quimosina B, para

proceder com a extracdo do DNA plasmidiano.

111.2.4.1.3. Extracao do plasmideo pBSIISK:pré-quimosina B de E. coli
As colbnias selecionadas foram transferidas, isoladamente, para tubos tipo

“Falcon” de 50 mL contendo 5 mL de meio 2xYT suplementado com 100 pg.mL™ de
ampicilina. As culturas foram incubadas a 37°C por aproximadamente 18 horas com
aeracdo. Ap6s a incubacdo, foi feito uma cultura estoque em glicerol (1 mL da
cultura + 1 mL de glicerol 80%) sendo estas armazenadas a -70° C. Uma aliquota
(1,5 mL) de cada cultura foi também transferida para tubos de microcentrifuga e
procedeu-se com a extracdo de plasmideos pelo método de lise alcalina como
descrito por Sambrook and Russel (2001) com algumas modificacdes.

Apoés a centrifugacdo das culturas (7 minutos; 13.000 rpm; 25°C), as células
foram coletadas e ressuspensas em 200 L da solucéo | (50 mM glicose; 10 mM tris-
HCI, pH 7,4). Em seguida, adicionou-se 200 pL da solucao Il (1% SDS, 0,2 M NaOH)
e apos a inversdo dos tubos (10 a 15 vezes) foi adicionado 200 pL de solucéo Il (3
M acetato de sodio; pH 5,2). A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos
e 0 sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos. Ao sobrenadante,
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adicionou-se 420 pL de isopropanol gelado. Os tubos foram entdo incubados por 30
minutos a -70° C e apoOs esse periodo, foram centrifugados e o sobrenadante
descartado. Logo apos, o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado (- 20°C) e
ressuspenso em 50 pL de agua ultrapura estéril. Por fim, a ressuspenséo foi tratada
com RNase A (100 pg.mL™) em banho-maria a 37°C por meia hora.

A presenca e qualidade dos plasmideos foram verificadas através de

eletroforese.

111.2.4.1.4. Resolucao eletroforética
O produto da extracdo de DNA plasmidiano foi aplicado em gel de agarose a

1%, como segue. As amostras de DNA acrescida de 1:5 do volume de tamp&o de
amostra (Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X) foram fracionados em
gel de agarose a 1% em tampédo TBE 0,5X (45 mM tris; 45 mM &cido borico; 1mM
EDTA), contendo brometo de etideo (0,5 pg.mL™). As resolucdes foram realizadas a
100 Volts durante aproximadamente 1 hora. O DNA foi visualizado e o gel
fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm) através do sistema
de documentacdo fotografica Benchtop UV Translluminator (UVP) e a foto
processada pelo programa MultiDoc-It Digital Imagem System (UVP).

O peso molecular dos plasmideos foi estimado comparando-se ao marcador
de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen).

111.2.4.1.5. Quantificacao do pBSIISK:pré-quimosina B
A concentracdo do pBSIISK:pro-quimosina B foi determinada utilizando o

espectrofotometro BioPhotometer plus (Eppendorf) com a leitura da absorbancia em
260 nm.

I11.2.5. Clonagem da ORF pro-quimosina B no sistema TOPO

I11.2.5.1. Amplifica¢do da ORF pro-quimosina B

Um fragmento de DNA de 1.098 pb, contendo a sequéncia codificadora da
Pré-quimosina bovina B, foi amplificado por PCR utilizando como molde a sequiéncia

codificadora presente no plasmideo pBSIISK:pro-quimosina B (Tabela 2). Os
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oligonucleotideos iniciadores contendo um sitio artificial de restricdo em cada
extremidade foram confeccionados, baseados na sequéncia nucleotidica da ORF
sintética (Tabela 3).

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 puL, contendo
1 U AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), 1X AccuPrime™ Pfx Reaction
Mix, 0,2 pmol de cada iniciador e 130 ng do vetor pBSIISK:pré-quimosina B. A
reacao foi realizada em um termociclador ATC 401 (Nyx Technik) onde as amostras
foram submetidas as seguintes etapas: desnaturacao inicial (95°C; 5 min.) seguida
de 30 ciclos de desnaturacao (95°C; 1 min.), anelamento (50°C; 30 seg.), extensao
(68°C; 2 min.) e, ao término destes 30 ciclos, a reacdo foi submetida a um ciclo de
extensdo final (68°C; 7 min.). As sequéncias dos iniciadores, bem como suas
temperaturas de anelamento e seus sitios de restricdo artificiais encontram-se
descritos na Tabela 3.

Ao final da reacdo de PCR, uma aliquota de 5 puL do produto de amplificacao
foi observada em gel de agarose a 1%, seguindo 0s mesmos parametros ja

descritos no item 111.2.4.1.4..
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Tabela 3: Pardmetros da reacdo de PCR utilizada para a amplificacdo da sequéncia

codificadora da Pré-quimosina B.

PCR

Iniciador forward (F) da forma 5 GATGCATACTGAAATTACTCGAATTC &
secretada
Sitio de restricdo para a enzima
Nsil esta

sublinhado

Iniciador forward (F) da forma 5 GATGCATCAACTGAAATTACTCGAATTC 3
citoplasmatica
Sitio de restricdo para a enzima
Nsil esta

sublinhado

Iniciador reverse (R) tanto da 5 GGATATCTTAGATGGCCTTGGCAAG 3’
forma secretada
guanto da citoplasmética
Sitio de restricéo

para a enzima EcoRV esta

sublinhado
Temperatura de anelamento 50 °C
Tamanho do fragmento 1.098 pb
amplificado
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I11.2.5.2. Clonagem da ORF codificadora da Pro-quimosina bovina B no vetor pCRII-
TOPO (Blunt)

Os produtos de PCR, correspondentes a forma citoplasmatica ou secretada
da ORF codificadora da Pré-quimosina bovina B, foram purificados utilizando o Kit
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healtcare) e ligados ao vetor pCRII-
TOPO (Blunt; Invitrogen), para a geracdo dos plasmideos pCRII-TOPO:pro-
quimosina B:CYT e pCRII-TOPO:pro-quimosina B:SEC (Tabela 2). Os
procedimentos foram realizados conforme as recomendacdes do fabricante. O
produto de ligacao foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli
TOP10.

A confeccdo das células competentes, transformacdo e extracdo da DNA
plasmidiano foi realizado seguindo os procedimentos dos itens 111.2.4.1.1., 11.2.4.1.2.
e 111.2.4.1.3., respectivamente.

I11.2.5.3. Confirmag¢do da presenca e tamanho da ORF codificadora da Pro-
quimosina bovina B no vetor pCRII-TOPO (Blunt)

Para verificar a presencga do inserto e o peso molecular do fragmento de DNA
clonado no vetor pCRII-TOPO (Blunt), o inserto presente no referido vetor foi
amplificado por PCR utilizando o protocolo descrito no item [11.2.5.1., porém, com as
seguintes alteracdes: as reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume final de
10 pL, contendo 1 U de Tag DNA polimerase (Phoneutria) e uma temperatura de
extensdo de 72°C, ao invés de 68°C, além de 50 ng dos plasmideos extraidos.

ApoOs a reacao, todo o volume da mesma foi aplicado em gel de agarose a 1%
e a resolucdo eletroforética realizada sob as mesmas condi¢cdes descritas no item
11.2.4.1.4.

II1.2.6. Subclonagem da ORF codificadora da Pré-quimosina bovina B
nos vetores XIES
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I11.2.6.1. Digestdo enzimadtica dos vetores pXyIT:CYT:nuc e pXyIT:SEC:nuc

Para a subclonagem da ORF codificadora da Pr6-quimosina bovina B nos
vetores de expresséo pXylT:CYT e pXyIT:SEC (Tabela 2), inicialmente foi realizada
a extracao desses plasmideos a partir das linhagens de E. coli TG1 (pXyIT:CYT:nuc)
e E. coli TG1 (pXylT:SEC:nuc) (Tabela 1) utilizando o Kit The Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme as especificacfes do
fabricante. Em seguida, foi realizada uma reacao de digestdo enzimatica de 10 pL
qgue consistiu em: 5 pL (contendo aproximadamente 500 ng) dos plasmideos
pXylT:CYT:nuc ou pXylT:SEC:nuc, 1 uL do One-Phor-All buffer (10 mM tris-acetato,
pH 7,5; 10 mM acetato de magnésio; 50 mM acetato de potassio; Amersham
Pharmacia), 1 pL de Nsil (10 U/uL), 1 puL de EcoRV (10 U/uL) e 1 pL de &gua

ultrapura estéril. A reacao foi mantida em banho-maria a 37°C por quatro horas.

I11.2.6.2. Purificacdo dos fragmentos de DNA pXyIT:CYT e pXyIT:SEC

A reacdo de digestdo descrita no item 111.2.6.1 teve todo o seu volume
aplicado em gel de agarose a 1% e a resolugdo eletroforética realizada sob as
mesmas condi¢cdes descritas no item 111.2.4.1.4. Ao término da eletroforese, 0s
fragmentos de DNA correspondentes aos vetores pXylT:CYT (3.244 pb) e
pXylT:SEC (3.316 pb), desprovidos da sequéncia codificadora da nuclease de S.
aureus (nuc; 511 pb), foram purificados com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healtcare), de acordo com as especificacdes do fabricante. A
concentracdo e a pureza dos produtos purificados foram entéo estimadas através de
resolucao eletroforética em gel de agarose a 1%, utilizando o GeneRuler ™ 1kb

DNA Ladder Plus, como marcador de peso molecular.

I11.2.6.3. Digestdo enzimdtica dos plasmideos pCRII-TOPO:pré-quimosina B:CYT e
PCRII-TOPO:pro-quimosina B:SEC

Os plasmideos pCRII-TOPO:pro-quimosina B:CYT e PpCRII-TOPO:pré-
quimosina B:SEC (Tabela 2) foram extraidos a partir dos clones de E. coli
previamente confirmados (item 111.2.5.3) seguindo o protocolo do item 111.2.4.1.3. Em

seguida, foi realizada uma reacao de digestdo enzimatica de 20 pyL que consistiu em:
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15 pL (contendo aproximadamente 1 pg) dos plasmideos pCRII-TOPO:proé-
quimosina B:CYT e pCRII-TOPO:pro-quimosina B:SEC; 1 uL do One-Phor-All buffer,
1 pL de Nsil (10 U/pL), 1 uL de EcoRV (10 U/uL) e 2 pL de &gua ultrapura estéril. A

reacao foi mantida em banho-maria a 37°C por quatro horas.

I11.2.6.4. Purificacdo dos fragmentos de DNA contendo a seqiiéncia codificadora da
Proé-quimosina bovina B

A reacao de digestédo apresentada no item 111.2.6.3 foi toda aplicada em gel de
agarose a 1% e a resolucdo eletroforética realizada sob as mesmas condi¢cfes
descritas no item I11.2.4.1.4.. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA
correspondentes a sequéncia codificadora da Pré-quimosina bovina B (1.098 pb)
foram purificados com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healtcare), de acordo com as especificacbes do fabricante. A concentracdo e a
pureza dos produtos purificados foram entdo estimados através de resolugéo
eletroforética em gel de agarose a 1%, utilizando o GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder

Plus, como marcador de peso molecular.

I11.2.6.5. Ligagdo da ORF codificadora da Pré-quimosina bovina B nos vetores
pXyIT:CYT e pXylIT:SEC

Os produtos digeridos e purificados, correspondentes ao inserto pro-
quimosina B (item 111.2.6.4.) e aos vetores pXylT:CYT e pXylT:SEC (item 111.2.6.2.),
foram submetidos a uma reacdo de ligacdo. Cada reacdo de ligacao foi realizada
com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen) a temperatura de 4°C durante 16 horas
utilizando uma proporc¢ao equimolar (3/1) de inserto/vetor.

I11.2.6.6. Transformagdo de E. coli TOP10 com os plasmideos pXylT:CYT:pro-
quimosina B e pXyIT:SEC:pré-quimosina B

Uma aliquota de 8 pL do produto de cada reacdo de ligacdo (pXyIT:CYT:pré-
quimosina B ou pXylT:SEC: pro-quimosina B) (item 111.2.6.5.) foi usada para
transformar 100 pL de células eletrocompetentes de E. coli TOP10 de acordo com o
protocolo descrito no item 111.2.4.1.2..
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O processo de selecdo dos transformantes consistiu em transferir uma
aliguota de 100 pL da suspensdo de células eletroporadas, com cada um dos
plasmideos, para placas de Petri contendo meio 2xYT agar suplementado com 10
ng.mL™ de cloranfenicol. As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente
20 horas. ApOGs este periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de
clones recombinantes.

Quatro colbnias transformadas com cada construcdo, selecionadas
aleatoriamente, foram inoculadas em 5 mL de meio 2xYT suplementado com 10
ng.mL™ de cloranfenicol. As culturas foram mantidas a 37° C por aproximadamente
18 horas sob agitacéo. Foi feito uma cultura estoque em glicerol (1 mL da cultura + 1
mL de glicerol 80%) de cada clone e estes foram armazenados a -70° C.

Em seguida, foi realizada a extracdo dos plasmideos de acordo com o

protocolo apresentado no item 111.2.4.1.3..

I11.2.6.7. Confirmacdo da presenca e tamanho do inserto pré-quimosina B nos
vetores pXyIT:CYT e pXyIT:SEC

Os plasmideos extraidos (item 111.2.4.1.3.) (aproximadamente 20 ng) foram
utilizados em uma reacao de PCR com os iniciadores ja descritos (Tabela 3), com o
objetivo de confirmar a obtencdo de plasmideos recombinantes contendo a ORF
codificadora da Pro-quimosina bovina B. As reacfes de amplificacdo foram

realizadas de acordo com o descrito no item 111.2.5.3..

I11.2.6.7.1. Reac¢do de seqiienciamento e analise in silico
A sequéncia nucleotidica do inserto pré-quimosina B, clonada nos vetores

pXylT:CYT e pXylT:SEC, foi confirmada através de sequenciamento (Sanger et al.,
1977), utilizando o Kit DYEnamic ET Dye Terminator (Amersham Biosciences) e 0
sequenciador automatico MegaBACE (Amersham Biosciences). Os iniciadores
utilizados foram os mesmos descritos na Tabela 3.

As sequéncias de DNA obtidas através do sequienciamento foram analisadas
no programa ContigExpress (Informax Inc.). A seqiiéncia consenso gerada foi entdo
alinhada com a sequiéncia da pro-quimosina B modificada para codons preferencias

de L. lactis fornecida pela empresa Epoch Biolabs, utilizando o mesmo programa.
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I11.2.7. Transformac¢iao de L. lactis NCDO2118 com os plasmideos
pXyIT:CYT:pro-quimosina B e pXyIT:SEC:préo-quimosina B

I11.2.7.1. Confecgdo de células eletrocompetentes de L. lactis NCD0O2118

A confeccdo de células eletrocompetentes de L. lactis NCDO2118 foi
realizada de acordo com o seguinte protocolo: um primeiro inoculo foi realizado com
uma Unica colénia de L. lactis NCD0O2118 em meio M17Glu-Sac (M17; 0,5% glicose;
0,5 M sacarose). Este inoculo foi mantido a 30°C, overnight e sem agitacdo. Um
segundo indculo foi realizado com 100 pL dessa primeira cultura, que foi novamente
inoculada em meio M17Glu-Sac, a qual foi incubada a 30°C, sem agitacdo, por 8-10
horas. Uma aliquota de 1 pL desta ultima cultura foi entdo inoculada em 150 mL de
meio M17Glu-Sac contendo glicina (1%). Uma vez que a cultura alcangcou uma
DOegoonm €m torno de 0,4-0,6, esta foi centrifugada a 5.000 rpm durante 20 minutos a
4°C. O precipitado celular foi entdo ressuspenso em 150 mL de uma solucao gelada
constituida de sacarose 0.5 M e glicerol 10%. Esse processo de centrifugacédo e
lavagem foi repetido mais trés vezes e, apds a Ultima lavagem, o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de uma solucao constituida por PEG3000 30% e glicerol 10%.
Aliguotas de 100 pL dessas células foram estocadas a -70° C até o0 momento de

uso.

I11.2.7.2. Transformagdo de L. lactis NCDO2118 com os plasmideos pXyIT:CYT:pro-
quimosina B e pXyIT:SEC:pro-quimosina B

Uma aliquota contendo 1 pg dos plasmideos pXyIT:CYT:pro-quimosina B e
pXyIT:SEC:pré-quimosina B, extraidos utilizando o Kit The Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System (Promega) a partir dos clones de E. coli TOP10 e
previamente confirmados, foram usados para transformar as células de L. lactis
NCDO2118. O processo de transformacao das células foi 0 mesmo que o ja descrito
para E. coli (item 111.2.4.1.2), porém com as seguintes modificacdes: (i) utilizacao de
2,4 kV de voltagem para o pulso, (i) ressupencédo das células transformadas em
M17Glu-Sac, e (iii) incubacgéo, sem agitacéo, a 30° C por quatro horas.
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A selecdo dos transformantes consistiu em semear 100 pL da cultura de
células eletroporadas, com cada um dos plasmideos, em placas de Petri contendo
meio M17Glu-Sac agar suplementado com 10 pg.mL™ de cloranfenicol. As culturas
foram mantidas a 30° C por aproximadamente 48 horas. Apos este periodo, as
placas foram avaliadas quanto a presenca de clones recombinantes. A etapa
seguinte consistiu na recuperacédo desses clones para proceder com a extragao de

plasmideos.

I11.2.7.3. Extracao do DNA plasmidiano de L. lactis em pequena escala

As colbnias resultantes da transformacdo de L. lactis com os plasmideos
pXylT:CYT: pré-quimosina B e pXyIT:SEC: pré-quimosina B (item 111.2.7.2.) foram
coletadas e entdo inoculadas em 5mL de meio M17Glu-Sac suplementado com 10
ug.mL™* de cloranfenicol. As culturas foram incubadas a 30°C por aproximadamente
18 horas. Foi feita uma cultura estoque em glicerol (750 uL da cultura + 750 pL de
glicerol 80%) de cada clone e estes foram armazenados a —70° C. O protocolo
utilizado para a extracdo de plasmideos foi 0 mesmo que foi utilizado para E. coli
com uma unica modificacdo: apds a primeira centrifugacéo, o precipitado celular foi
ressuspenso em 100 puL de uma solugédo de TE-LYS (50 mM tris — pH 7,5; 5 mM de
EDTA; 10 mg.mL™ lisozima) e incubado por meia hora.

111.2.7.4. Confirmagdo dos clones de L. lactis portadores dos plasmideos pXyIT:CYT:
pro-quimosina B e pXyIT:SEC: pro-quimosina B

Os plasmideos extraidos (aproximadamente 50 ng; item 111.2.7.3.) foram
aplicados em uma reacdo de PCR com os iniciadores ja descritos (Tabela 3) com o
objetivo de confirmar a obtencdo de plasmideos recombinantes contendo a ORF
pré-quimosina. As reacdes de amplificacdo foram realizadas de acordo com o

descrito no item 111.2.5.3..

I11.2.8. Confirmacao da produg¢do da Pro-quimosina bovina B pelas
linhagens recombinantes de L. lactis
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I11.2.8.1. Indugdo da expressdo génica da ORF de interesse em L. lactis

Uma aliquota de 10 pL da cultura estoque dos clones confirmados de L. lactis
NCDO2118 (pXylT:CYT: pro-quimosina B e pXyIT:SEC: pro-quimosina B) foi
inoculada em meio GM17 (vide item I11.2.1) suplementado com 10 pg.mL™ de
cloranfenicol. Os in6culos foram mantidos overnight a 30°C, sem agitacdo. Essas
culturas foram entdo diluidas (1:10.000) em meio XM17 (M17; 1% xilose) ou GM17
(controle negativo da inducgdo) suplementados com 10 ug.mL™ de cloranfenicol. Uma
vez que as culturas alcangaram uma DOgponm €m torno de 1,5 — 2,0, estas foram

submetidas a extragao protéica.

I11.2.8.2. Extracdo das fragcées protéicas dos clones recombinantes de L. lactis
NCDO02118

I11.2.8.2.1. Fracao celular (Total) e Secretada
Aliqguotas de 2 mL das culturas (induzidas e nao induzidas) foram

centrifugadas a 13.000 rpm, 4°C, por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
separado do precipitado celular e estes foram tratados separadamente.

O sobrenadante foi filtrado e entdo adicionou-se 100 pL de acido
tricloroacético (TCA) 100% gelado; ditiotreitol (DTT) 10mM e fenil-metil sulfonil
fluoreto (PMSF) 1mM e este foi incubado por uma hora no gelo. Apds incubacéo, foi
centrifugado a 13.000 rpm, 4 °C, por 20 minutos. O precipitado protéico foi entdo
ressuspenso em 115 yL de NaOH 50 mM.

O pellet celular foi ressuspenso em 100 uL de solugcéo de TE-LYS (ver item
[11.2.7.3.) acrescido de PMSF 1 mM e DTT 10mM. Em seguida, foi incubado a 37°C
por 30 minutos e, posteriormente, foi adicionado 50 pyL de dodecil sulfato de sédio
(SDS) 20%.

Ao final da extracdo, as amostras foram ressuspensas em tampéo DTT-LB 2X
(75 mM tris-HCI pH 6,8; 3% SDS; 15% glicerol; 0,15% azul de bromofenol; 200 mM
DTT) na proporcéo de 1:1, aquecidas a 100°C por 5 minutos e estocadas a -20° C.

111.2.8.2.2. Fracao citoplasmatica
Dez mililitros das culturas (induzida e néo induzida) foram centrifugados a

13.000 rpm a 4°C por 10 minutos, o sobrenadante formado foi descartado e o pellet

ressuspenso em 100 pL de solugéo de TE-LYS. Este foi homogeneizado e incubado
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em banho-maria por 30 minutos. Em seguida foi centrifugado a 6.000 rpm a 4°C por
10 minutos. O sobrenadante foi filtrado (poro 0,22 um) e em 500 pL deste filtrado foi
adicionado 120 pyL de TCA 100%. As amostras foram mantidas no gelo por 30
minutos para a precipitacdo das proteinas. Posteriormente foram centrifugadas a
13.000 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi
adicionado 115 pL de NaOH 50 mM. Ao final da extragdo, as amostras foram
ressuspensas em tampao DTT-LB 2X na propor¢ao de 1:1, aguecidas a 100°C por 5

minutos e estocadas a -20° C.

I11.2.8.2.3. Protoplasto
Para o isolamento das proteinas presentes no protoplasto seguiu-se 0 mesmo

protocolo para extracdo de proteinas do citoplasma (item 111.2.8.2.2.), porém,
utilizando TES-LYS (20% sacarose; 50 mM tris — pH 7,5; 5 mM EDTA; 10 mg.mL™*
lisozima) em lugar de TE-LYS e ndo submetendo as amostras a passagem pelo filtro
(0,22 pm).

111.2.8.3. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

As proteinas extraidas de L. lactis (item 111.2.8.2.) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) de
acordo com o protocolo descrito por SambrooK and Russel (2001).

Para isso foi utilizado gel de “separagéo” na concentragao de 12% e gel de
“‘empilhamento” na concentragédo de 5%. A eletroforese foi conduzida com voltagem
constante de 100 V em tampé&o Tris-glicina (25 mM tris; 250 mM glicina; 0,1% SDS).

Aos geis foram aplicados 5 puL do padrdo RPN80OV - Full range Rainbow™
recombinant protein molecular weight marker (Amersham Biosciences), 30 pl das
amostras, e como controle, Quimosina bovina purificada (Sigma) (4 pL de solucao
estoque de Quimosina bovina 2 mg/mL + 4 uL DTT — LB 2X), extraida do estbmago

de bezerros.

111.2.8.4. Producgdo de anticorpos policlonais anti-Quimosina bovina

Para confirmar a producdo da Pro-quimosina bovina B pelas linhagens

recombinantes de L. lactis; adotou-se a técnica de Western Blotting seguida de
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imunodetecgdo. Para tanto, como um primeiro passo, deu-se inicio a obtencédo dos

anticorpos policlonais anti-Quimosina.

I111.2.8.4.1. Preparacao dos animais
Para o desenvolvimento deste experimento foram utilizados 5 camundongos

BALB/c de 5 a 6 semanas obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade
Federal de Minas Gerais-UFMG . Durante 7 dias, os animais receberam agua filtrada
contendo 1% de lvermectina, como procedimento de vermifugacédo, seguidos de 7

dias recebendo apenas agua filtrada.

I111.2.8.4.2. Doses administradas
A Quimosina bovina purificada (Sigma) foi administrada nos animais em 3

doses de 20 ug da proteina diluida em 50 pL de PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI,
100 mM NapHPO4; 2 mM KH,PO,) e acrescida de 50 pL de adjuvante. Sendo
utilizado Adjuvante Completo de Freud (CFA — Sigma) na primeira dose e Adjuvante
Incompleto de Freud (IFA — Sigma) nas doses seguintes. Cada dose foi aplicada

com intervalo de 15 dias, por via subcutanea.

I111.2.8.4.3. Coleta do Sangue e obtenc¢ao do Soro
Antes de iniciar o processo de imunizacao foi coletado o sangue pré-imune

(dia zero). As outras coletas foram realizadas nos dias 14, 28 e 42 ap0s a primeira
imunizagcdo. O sangue foi retirado do plexo retro-orbital dos camundongos com o
auxilio de pipetas Pasteur e transferidos para microtubos. Na Ultima coleta os
animais foram anestesiados como uma mistura de Xilazina (ROMPUM) - 10 mg.kg-*
e Ketamina (DOPALEN) - 100 mg.kg™” e o sangue retirado por sangria dos vasos
axilares.

O sangue obtido em cada coleta foi mantido a temperatura ambiente por 4
horas e posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O soro resultante
foi coletado em microtubos e estocado a — 20°C.

A resposta imune humoral gerada foi avaliada pelo teste imunoenzimatico

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto.
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I11.2.8.5. Western Blotting

A Pro-quimosina bovina B, produzida pelas linhagens de L lactis, foi
submetida a procedimentos de imunodeteccao por Western Blotting.

Antes de dar inicio ao procedimento de eletrotransferéncia, as membranas de
PVDF (Invitrogen) foram re-hidratadas em metanol 100% (5 minutos) e,
posteriormente, juntamente com 0s géis e os papéis de filtro foram equilibrados na
solucéo de transferéncia (40 mM glicina; 50 mM tris; 0,04% SDS; 20% metanol) por
15 minutos. A transferéncia foi realizada no equipamento The Panther™ Semidry
Electroblotter (Apogent).a 300 mA por 1 hora

Apos a transferéncia, as membranas foram reveladas utilizando-se soro de
camundongo anti-Quimosina (1:100), através do Kit Western Breeze® Chromgenic
Western Blot Immunodetection (Invitrogen), de acordo com as especificacbes do

fabricante.

I11.2.9. Detecc¢do da atividade proteolitica da Pré-Quimosina bovina B
produzida pelas linhagens recombinantes de L. lactis

I11.2.9.1. Teste de coagula¢do em placa

As linhagens L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina B), L. lactis
NCDO02118 (pXylT:SEC:pro-quimosina B) e L. lactis NCDO2118 (controle negativo)
foram cultivadas em presenca de xilose (amostra induzida) e glicose (amostra nao
induzida), segundo o procedimento descrito no item 111.2.8.1..

Vinte microlitros de cada cultura, lisado (pellet de 1 mL de cultura ressupensa
em 200 pL de TE-LYS, mantido em banho-maria a 37°C por 30 minutos), e
sobrenadante, foram adicionados, em forma de spots, as placas contendo 1% de
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 1% de leite em po desnatado e
suplementada com 10.pug.mL™? de cloranfenicol. As placas foram incubadas em
atmosfera microaerofilica a 30°C por 72 horas (Dr. Sergio Echeverrigaray,

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal — UCS, comunicacao pessoal).
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I11.2.9.2. Ensaio da atividade proteolitica da Pro-quimosina bovina B produzida
pelas linhagens recombinantes de L. lactis (determinag¢do quantitativa)

A atividade proteolitica da Pr6-quimosina bovina B produzida pelas linhagens
recombinantes de L. lactis foi determinada utilizando a metodologia descrita por
Bonato e cols.(1982), com algumas modificacdes.

Esta metodologia baseia-se na utilizagdo de um substrato derivado da
caseina, ao qual foi adicionado um grupo sulfanilamida, esse substrato chama-se
azocaseina (Sigma). O produto da atuacdo de proteases sobre a azocaseina
(liberacdo do grupo sulfanilamida), em presenca de TCA resulta na formacdo de
componentes coloridos sollveis (tons alaranjados), e pela intensidade da coloracdo
é possivel determinar a atividade proteolitica da enzima.

Para determinar a atividade proteolitica da Quimosina bovina B recombinante,
primeiramente, realizou-se a extracdo protéicas das fracdes secretada, celular e
protoplasto das culturas (induzidas e nao induzidas; vide itens 111.2.8.1. e 111.2.8.2.)
das linhagens recombinantes de L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina B e
pXylIT:CYT:pro-quimosina B) e da linhagem selvagem (L. lactis NCDO2118). Como o
objetivo deste experimento consiste em avaliar a atividade proteolitica da Quimosina
B, o protocolo de extracdo protéica foi modificado eliminando o uso do DTT, PMSF e
da fervura, no intuito de que essas etapas nao interfiram na atividade da enzima.

Em seguida 60 pL da proteina extraida foi adicionada a quatro solu¢des de
azocaseina (1% caseina, 25 mM tampao fosfato) tamponada com os pH 4,6; 5,6; 6,5
e 7,5 e incubadas a 37°C por 60, 120 ou 180 minutos. Apds o periodo de incubacao
adicionou-se 300 pL de 10% TCA para interromper a reagdo. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos, sendo transferido um volume de 400 pL,
de cada amostra, para outro microtubo onde adicionou-se 100 uL de 1,8 M NaOH e
determinou-se a absorbancia utilizando um espectrofotdmetro Libra S12 (Biochrom)
a 420 nm (A420). Todas as amostras foram avaliadas em duplicata.

Uma unidade de enzima ativa foi definida como o montante que resultou no

aumento de 0,1 Ay por mL em 60 minutos a 37°C.

53



MATERIAL E METODOS SARAIVA, T.D.L.

I111.2.9.2.1. Andlise Estatistica
A significancia da diferencga entre os grupos foi calculada pelo teste One-Way

ANOVA, disponivel no software SSPS Data Editor. Sendo utilizado um valor de p <

0,05 como limite da significancia estatistica.

111.2.9.3. Zimograma (determinag¢do semi-quantitativa da atividade proteolitica da
Quimosina B)

O zimograma foi realizado segundo descrito por Secades e Guijarro (1999),
com algumas modificacoes.

As proteinas extraidas das linhagens de L. lactis (item 111.2.8.2.) foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigbes desnaturantes
(SDS-PAGE). Para isso foi utilizado gel de “empilhamento” na concentracao de 4,5%
e gel de “separagao” na concentragdao de 10%, sendo adicionado a este ultimo
0,01% de caseina (leite em p6 desnatado) antes da polimerizagao.

As amostras (15 pL) e o controle (4 pL da Quimosina bovina Purificada a 2
mg/mL; Sigma) acrescidos de tampédo de amostra (0,004% de azul de bromofenol;
20% glicerol; 55 mM tris-HCI — pH 6,8) na proporcao 1:1, foram aplicados ao gel sem
passar por fervura.

A eletroforese foi conduzida a 110 V em tampao Tris-glicina a 4°C por 5
horas.

Ao término da corrida, o SDS do gel foi retirado pela imersdo do mesmo em
uma solucédo de Triton X-100 a 2,5% sob leve agitagcdo por um periodo de duas
horas, sendo trocada a solugéao a cada hora.

Posteriormente, o gel foi incubado em uma solucdo tampao com pH de
favorecimento da atividade da enzima e, neste caso, foi usado tampé&o fosfato
(fosfato de s6dio monobésico) pH 6,5 na concentracdo de 50 e 200 mM.

Para revelacao, o gel foi corado com comassie blue (1% Brilhant Blue R; 30%
etanol; 7% acido cético glacial), sendo fixada a cor das bandas de proteinas e
retirado 0 excesso de corante com a solugéo fixadora (30% etanol, 7% &cido acético

glacial).
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II1.3. Resultados e Discussao

II1.3.1. Constru¢ao das linhagens recombinantes de L. Ilactis
produtoras da Pro-quimosina bovina B

111.3.1.1. Confecgdo da ORF sintética

Devido a redundancia do codigo genético, a maioria dos 20 aminoacidos sao
codificados por mais de uma trinca de nucleotideos. Grantham e cols (1981)
observaram que os cddons mais freqientemente utilizados pelos genes com maior
nivel de expresséo de E. coli ndo eram os mesmos utilizados pelos genes menos
expressos. Um ano depois (1982) Gouy e Gautier publicam o resultado de seus
experimentos demonstrando que a variagcdo dos codons sinbnimos de E. coli esta
relacionada ao nivel de traducéo produzido.

A andlise sistemética de padrdes dos cddons preferenciais de E. coli conduziu
as seguintes observacgdes: (i) ha uma preferéncia para um ou dois codons entre toda
uma familia de cédons degenerados; (ii) alguns codons sao freqlientemente usados
por todos os genes, independente da abundancia da proteina codificada; (iii) genes
com alto nivel de expressdo apresentam um maior grau de preferéncia aos codons
gue 0s genes poucos expressos; (iv) a freqiéncia do uso de cédons sindnimos
normalmente reflete a abundancia dos seus tRNAs cognatos (Jana and Deb, 2005;
Saier, 1995).

Além da variacdo da frequéncia do uso de cddons sinbnimos entre genes
dentro de uma mesma espécie, ha diferencas na preferéncia de cédons e a
freqUéncia de uso entre espécies (Chen and Inouye, 1994; Karlin et al., 1998; Sharp
and Li, 1987), de modo que a eficiéncia da expresséo do gene heterdlogo podera ser
desfavorecida ou favorecida conforme o conteudo dos seus cédons, de uso raro ou
preferencial do hopsedeiro (Chen and Inouye 1994; Saier, 1995).

Nesse sentido, visando uma melhor producdo da Pré-quimosina bovina B,
uma proteina de origem animal, em L. lactis, decidiu-se pela confec¢cdo de uma ORF

sintética da mesma modificada para cédons preferéncias de L. lactis.
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A representacdo esqueméatica do vetor construido contendo a ORF
codificadora da Pro-quimosina bovina B modificada encontra-se na Figura 4.

T7/M13+
Bsal

pBSIISK:pr6-quimosina B

4.065 pb

Prochymosin_ORF SexAl
Ndel

2000 Bbsl

UC origin
P 9 Munl

e
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BamHI
Xbal
Notl
Eco52I
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Btgl
Sacll
Ecl136ll
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Figura 4 — Representacéo esquematica do vetor pBSIISK:pré-quimosina B.

111.3.1.2. Amplificagdo da ORF codificadora da Pro-quimosina bovina B com cédons
preferenciais de L. lactis

Inicialmente foi realizada a amplificacdo da ORF codificadora da Pro-
guimosina bovina B por PCR, a partir do plasmideo pBSIISK:pré-quimosina B.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados (Tabela 3) foram
desenhados de forma complementar a sequéncia codificadora da pro-quimosina B
modificada para cddons preferéncias de L. lactis.

Sitios de restricdo artificiais para as enzimas Nsil e EcoRV foram
acrescentados aos oligonucleotideos iniciadores para que a referida ORF pudesse
ser clonada, de forma direcional e em fase de leitura correta, nos vetores de
expressao pXylT:CYT:nuc e pXylT:SEC:nuc de L. lactis (sistema XIES; Figuras 5 e
6).
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Xhol - 3755 - C'TCGA_G

Hincll - 3751 - GTy'rAC

Aeel- 3750 - GT'ml_AC

Sall - 3749 - G'TCGA_C
€C2al - 3741 - AT'CG_AT

EcoRV- 3730 - GAT'ATC
FCORT - - AR
Psil- 3720 - C_TGCA'G_
Hindlll - 3505 - A'AGCT_T
Hincll - 3291 - GTy'rAC

Aj
Ml - 3146 - A TGCA'T
i - UGS - s

PXYCYT:Nuc
3755 bp

Bglll- 2773 - A'GATC_T

MNieI- 1197 - CA'TA TG
Neol- 2460 - C'CATG_G
Xl - 2346 - GAANR I TTC
Safl - 1737 - G'TCGA_C

Aecl- 1738 - GT'mk_AC
Higell - 1739 - GTy'rAC

Figura 5 — Representacdo esquemética do vetor de expressdo do sistema XIES para endere¢camento
citoplasmatico (pXylT:CYT:nuc) de proteinas. Destaque para a localizagdo dos sitios de clivam das
enzimas de restricdo Nsil e EcoRV, utilizadas para clonagem da ORF codificadora da Pré-quimosina
bovina B.

Xhol - 3827 - C'TCGA_G

Hinell - 3823 - GTyTAC
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2 & a0 T
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Neol - 2460 - C'CATG_G
Xmal - 2346 - GAAnn'nnTTC
Sadl - 1737 - GTCGA_C

Aeel - 1738 - GT'mk_AC
Hincll - 1739 - GTy'rAC

Figura 6 — Representacdo esquemaética do vetor de expressdo do sistema XIES para enderecamento
extracelular (pXylT:SEC:nuc) de proteinas. Destaque para a localizagdo dos sitios de clivam das
enzimas de restricdo Nsil e EcCoRV, utilizadas para clonagem da ORF codificadora da Pré-quimosina
bovina B.

57



RESULTADOS E DISCUSSAO SARAIVA, T.D.L.

Para a reacdo de amplificacdo foi utilizada a enzima Accuprime™ Pfx DNA
Polimerase (Invitrogen), cuja atividade é altamente estavel e de alta especificidade e
precisdo, sendo, assim, ideal para amplificacbes por PCR que requerem taxas
minimas de mutac¢des durante a incorporacéo de nucleotideos.

Sendo assim, observou-se a amplificacdo de dois fragmentos de DNA de
aproximadamente 1.098 pb, como o esperado para a da ORF codificadora da Pré-
qguimosina bovina B utilizando as duas combinacdes de pares de oligonucleotideos
iniciadores (Tabela 3). Os fragmentos amplificados, quando visualizados em gel de
agarose, corado com brometo de etidio, apresentaram forte intensidade,
demonstrando uma alta eficiéncia de amplificacdo (Figura 7). Além disso, ndo foi
observada a presenca de produtos inespecificos de amplificacdo. Como controle
negativo das reacdes, foram utilizados os trés iniciadores (o oligonucleotideo
iniciador senso da forma citoplasmatica, o oligonucleotideo iniciador senso da forma
secretada e o oligonucleotideo iniciador anti-senso comum a ambas as formas), e
adgua utrapura estérii ao invés do plasmideo pBSIISK:pré-quimosina B. Como
esperado, o controle negativo ndo apresentou nenhum sinal de amplificacdo (Figura
7).

Figura 7 — Andlise do produto da amplificacdo por PCR da ORF codificadora da Pro-quimosina
bovina B. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio mostrando o produto
amplificado referente a ORF pré-quimosina bovina B. Coluna 1, Marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2, controle negativo da reacgdo; e colunas 3 e 4, produto da
amplificagdo da pré-quimosina bovina B (1.098 pb) utilizando oligonucleotideos iniciadores das
formas citoplasmatica e secretada, respectivamente.
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I11.3.1.3. Clonagem da ORF codificadora da Pré-quimosina bovina B no sistema
TOoPO

Os dois fragmentos amplificados foram clonados no vetor pCR® - [I-TOPO ©,
gerando os plasmideos pCR II-TOPO:pré-quimosina B:CYT e pCR II-TOPO:pro6-
quimosina B:SEC.

Estes plasmideos foram utilizados para transformar células eletrocompetentes
de E. coli TOP10. Colbnias oriundas da transformacdo foram selecionadas
aleatoriamente e cultivadas. O DNA plasmidiano foi extraido e utilizado como molde
para confirmar a clonagem do inserto através de uma reacdo de PCR utilizando os
iniciadores especificos da ORF pro-quimosina B. Sete clones, 5 da construcédo pCR
[I-TOPO:pro-quimosina B:CYT e 2 da construcdo pCR II-TOPO:pré-quimosina
B:SEC foram confirmados, como sendo portadores do inserto correspondente a ORF
pro-quimosina B (1.098 pb).

O produto da amplificacédo pode ser observado na Figura 8.

1.000 ph__,

Figura 8 — Amplificacdo por PCR da ORF pro-quimosina bovina B a partir do DNA plasmidiano
extraido de células de E. coli transformadas com os plasmideos pCR II-TOPO:pré-quimosina B:CYT e
pPCR II-TOPO:pro-quimosina B:SEC. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etidio. A: Colunas 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2,
controle negativo; e colunas 3-7, inserto pré-quimosina B amplificado a partir do plasmideo pCR II-
TOPO:pro-quimosina B:CYT. B: Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); coluna 2, controle negativo; e colunas 3 e 4, inserto pré-quimosina B amplificado a partir
do plasmideo pCR II-TOPO:pré-quimosina B:SEC.

A geracao desses “plasmideos intermediarios” € importante, haja vista que a
digestdo enzimatica destes plasmideos libera insertos com extremidades coesivas
gue permitem com que 0s mesmos sejam clonados de forma direcional nos vetores

de expresséao de L. lactis.
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I11.3.2. Clonagem da ORF pro-quimosina B no sistema de expressio
XIES

A escolha pelo sistema de expressao XIES (Miyoshi et al., 2004) baseou-se
em algumas caracteristicas vantajosas, apresentadas por este, em relacdo a outros
sistemas de expressao ja desenvolvidos para L. lactis. Esse sistema permite
enderecar corretamente proteinas heterélogas tanto para o citoplasma quanto para o
meio extracelular, e € menos dispendioso e mais seguro para o uso humano e
animal, visto que o mesmo é induzido por um acucatr.

Paralelamente a digestdo enzimatica dos clones pCR II-TOPO:pré-quimosina
B:CYT e pCR II-TOPO:pré-quimosina B:SEC (Fig. 9) e a purificacdo dos fragmentos
correspondentes aos insertos pro-quimosina B:CYT citoplasmético e pré-quimosina
B:SEC secretado, os vetores de expressao pXylT:CYT:nuc (citoplasmético) e
pXylT:SEC:nuc (secretado) foram também digeridos com as enzimas Nsil e ECORV
para liberacdo da ORF nuc e posterior purificacdo dos fragmentos pXylT:CYT e
pXyIT:SEC. Os fragmentos purificados (vetores e insertos) foram entdo submetidos a
uma reacao de ligacao.

Os produtos de ligacdo foram utilizados para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10. A selecdo de colbnias de E. coli transformadas
com esses plasmideos foi realizada em meio 2xYT &gar contendo 10 pug.mL™* de
cloranfenicol. A visualizagdo das colonias foi feita com aproximadamente 48 horas
apos a transformacao. Foram observadas colbnias transformadas com o plasmideo
pXyIT:CYT:pro-quimosina B e com o plasmideo pXylT:SEC:pré-quimosina B.

Todas as colbnias foram inoculadas em meio liquido com cloranfenicol e
incubadas a 37° C sob agitacdo overnight. Essas culturas foram entdo utizadas para
fazer uma cultura estoque em glicerol de cada possivel clone e para a realizacdo da
extracdo dos plasmideos recombinantes. Nenhuma colénia foi visualizada nas
placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as células durante o
processo de transformagao.

Os plasmideos extraidos de cada colbnia foram utilizados em reacfes de
PCR utilizando os iniciadores especificos da ORF pro-quimosina B. Todos os clones
obtidos foram confirmados como sendo portadores das ORFs pro-quimosina B:CYT

e pro-quimosina B:SEC. A Figura 10 mostra os produtos de amplificacdo dos
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insertos citoplasmatico e secretado, respectivamente, provenientes de 4 clones

escolhidos aleatoriamente.

Figura 9 — Digestdo enzimatica dos plasmideos pCR II-TOPO:pro-quimosina B:CYT e pCR II-
TOPO:pro-quimosina B:SEC. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); colunas 2 e 3, o produto
da digestéo dos clones pCR II-TOPO:pré-quimosina B:CYT; e colunas 4 e 5, produto da digestédo dos
clones pCR II-TOPO:pré-quimosina B:SEC.

1.000 ph__,

Figura 10 — Amplificacdo por PCR da ORF pro-quimosina B a partir do DNA plasmidiano extraido de
células de L. lactis transformadas com os plasmideos pXyIT:CYT:pré-quimosina B e pXyIT:SEC:pro6-
guimosina B. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A: Coluna 1,
Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2, controle negativo; e
colunas 3-6, inserto pro-quimosina B amplificado a partir dos clones pXyIT:CYT:pré-quimosina B. B:
Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2, controle
negativo; e colunas 3-6, inserto pro-quimosina B amplificado a partir dos clones pXylT:SEC:pro6-
quimosina B.
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I11.3.2.1. Seqiienciamento dos vetores construidos

Uma vez confirmado o0s clones recombinantes, foi realizado o
sequenciamento de dois deles a fim de verificar a integridade da sequéncia
nucleotidica da ORF clonada nos vetores de expressdo (Figura 11). Sendo
escolhido, aleatoriamente, um clone de cada construcdo (pXylT:CYT:pré-quimosina
B e pXylT:SEC:pré-quimosina B). Ambos apresentaram suas sequéncias fiéis a ORF
pré-quimosina B com coédons preferenciais para L. lactis. Sendo estes clones entdo

utilizados para dar continuidade aos experimentos.

EcoRV (424&) EcoRV (4323{

pré-quimosina B __repC pro-quimosina ~_repC

pXylT:CYT:pré-quimosina B pXylIT:SEC:pré-quimosina B

b Nsil (3219) 1347 5b
<~ 4.273p T .
Nsi (3147y PS o \
RBS ) \ 7 repA
RBS
PxyIT repA e

Figura 11 — Representacgdo dos vetores de expressdo pXylT:CYT:pré-quimosina B e pXylT:SEC: pro-
guimosina B. PxyIT: Promotor induzido por xilose. RBS: Sitio de ligagdo do ribossomo da seqiiéncia
codificadora da proteina Usp45 de L. lactis. PS: Peptideo sinal da proteina Usp45. Nsil e EcoRV: Sitio
para as enzimas de restricdo Nsil e EcoRV. pré-quimsina B: Sequéncia codificadora da Pro-
quimosina bovina B. repA e repC: origens de replicagdo. Cm: Gene que confere resisténcia ao
cloranfenicol. llustracdo gerada pelo programa Vector NTI 8.0 (InforMax).

II.3.3. Analise da produc¢io da Pro-quimosina bovina B pelas
linhagens recombinantes de L. lactis NCD02118

A capacidade de producgédo e correto enderecamento da Pro-quimosina bovina
B produzida por L. lactis, utilizando o sistema XIES, foi analisada através das
técnicas de SDS-PAGE e Western blotting utilizando anticorpos anti-Quimosina para

a imunodeteccao da proteina recombinante.
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Para a obtencdo do soro anti-Quimosina, camundongos BALB/c foram
imunizados com Quimosina bovina purificada (Sigma). Um ensaio imunoenzimético
(ELISA indireto) foi realizado utilizando o soro pré-imune dos animais e 0 soro obtido
ao final do experimento para verificar a presenca de anticorpos anti-Quimosina.
Constatou-se que a imunizagdo dos camundongos com Quimiosina bovina induziu
uma forte resposta de anticorpos especificos no grupo de animais estudados. Pbde-
se observar que a imunizacdo induziu a sintese de anticorpos capazes de
reconhecer a Quimiosina. Havendo diferenca significativa nos titulos de anticorpos
IgG entre o0 soro obtido antes da imunizacdo e apdés a imunizacdo dos animais
(dados ndo demonstrados).

Através do experimento de imunodeteccéo foi possivel confirmar que 4 clones
avaliados de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina B) foram capazes de

produzir a Pré-quimosina bovina B, como demonstrado na Figura 12.

50 kDa—p |
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Figura 12 — Imunodeteccéo da rPro-quimosina bovina B a partir das proteinas extraidas da fracao
celular dos clones de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina B). Coluna 1, Marcador de peso
molecular - Full range Rainbow™ recombinant protein molecular weight marker (Amersham
Biosciences); colunas 2 e 3, clone 1 - ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 4 e 5, clone
2 - ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 6 e 7, clone 3 - ndo induzido e induzido,
respectivamente; colunas 8 e 9, clone 4 - ndo induzido e induzido, respectivamente; e coluna 10,
controle: proteina Quimosina bovina purificada (Sigma). A marcacdo em vermelho destaca o
fragmento protéico referente & rPré-quimosina bovina B. Trinta microlitros de cada amostra e oito
microlitros do controle foram depositados nas canaletas. A membrana foi revelada utilizando-se soro
de camundongo anti-Quimosina bovina (1:100).

As culturas crescidas em presenca de glicose (ndo induzidas; colunas 2, 4, 6
e 8) ndo foram capazes de produzir a proteina. Porém, aquelas culturas crescidas

na presenca de xilose (induzidas; colunas 3, 5, 7 e 9) foram capazes de sintetizar a
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proteina. Quando avaliado a presenca da mesma no meio extracelular destas
culturas ndo foi encontrada (dados ndo demonstrados) Como esperado, a Pré-
guimosina bovina B ficou retida no interior da célula, o que esta de acordo com o
esperado, ja que o vetor de expressdo, pXylT:CYT, ndo possui peptideo sinal para a
exportacdo da mesma.

Quando avaliada a presenca da proteina recombinante no meio extracelular
do cultivo das linhagens L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:pré-quimosina B), esta ndo
foi encontrada nem em sua forma ativa e nem mesmo como pro-enzima (dados néo
demonstrados). Deste modo foi necessério realizar uma nova extracao protéica, ndo
mais utilizando o sobrenadante das culturas, mas a fragao celular, para confirmar a
producado da proteina heteréloga, caso esta ndo estivesse sendo secretada.

O resultado da imunodeteccéao (Figura 13) demonstrou que trés dos quatro
clones analisados, quando cultivados em presenca de xilose apresentaram uma
proteina maior que 40,8 kDa (colunas 2, 4 e 6) que ndo foi observada quando as
mesmas culturas foram cultivadas em presenca de glicose. E esperado que a Pro-
gquimosina bovina B, produzida pela linhagem de L lactis NCDO2118
(pXyIT:SEC:pré-quimosina B) apresente um peso molecular superior a 40,8 kDa,
uma vez que esta proteina é sintetizada fusionada ao peptideo sinal da proteina
Usp45 de L. lactis, adquirindo, assim, um peso molecular de 43 kDa. A Pro-
quimosina B ndo esta sendo secretada por L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:pro6-
guimosina B) provavelmente devido a conformacéo que esta proteina adquiriu, pois
segundo Le Loir e cols. (2005) esta € a caracteristica que predominantemente
prejudica a eficiéncia de secrecao.

A linhagem de L. lactis construida para a producdo da Pr6-quimosina bovina
B na forma secretada apresentou nivel de producdo superior ao nivel obtido pela
linhagem de L. lactis construida para producdo citoplasmatica. Este dado é
condizente com o descrito na literatura. Linhagens recombinantes de L. lactis,
produtoras da proteina repérter Nuc (nuclease de S. aureus; apresentaram maior
producdo da proteina em constru¢des para secrecdo, utilizando tanto promotores
induziveis quanto constitutivos (Bermudez-Humaran et al., 2003; Le Loir et al.,
2005).
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Figura 13 — Imunodeteccao da rPré-quimosina bovina B a partir das proteinas extraidas da fragdo
celular dos clones de L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pré-quimosina B). Colunas 1 e 2, clone 1 - ndo
induzido e induzido, respectivamente; colunas 3 e 4, clone 2 - nédo induzido e induzido,
respectivamente; colunas 5 e 6, clone 3 - ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 7 e 8,
clone 4 - ndo induzido e induzido, respectivamente; e coluna 10, controle: proteina Quimosina bovina
purificada (Sigma). A marcacdo em vermelho destaca o fragmento protéico referente a rPro-
guimosina bovina B. Trinta microlitros de cada amostra e oito microlitros do controle foram
depositados nas canaletas. A membrana foi revelada utilizando-se soro de camundongo anti-
Quimosina bovina (1:100).

I11.3.3.1. Avaliag¢do do enderegcamento da Pro-quimosina bovina B secretada

A secrecao de proteinas em L. lactis ocorre, via Sec-dependente, pela sintese
de um precursor composto pela proteina a ser exportada fusionada a um peptideo
sinal, uma sequéncia hidrofébica na porcdo N-terminal. Esse precursor é
reconhecido pela maquinaria de secrecdo e € translocado através da membrana
citoplasmatica. O peptideo sinal €, entdo, clivado e degradado, e a proteina madura
é liberada para o meio extracelular (Dieye et al., 2001).

Como nao foi detectada a presenca da Pro-quimosina bovina B no meio
extracelular das culturas induzidas da linhagem L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:pro-
quimosina B), mas apenas na fracdo celular, o enderecamento da proteina
recombinante foi avaliado. Para isso, foi realizada uma nova extracdo protéica da
linhagem de L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pré-quimosina B). Culturas nao

induzida e induzida, foram submetidas a extragdo protéica das fracdes celular e
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citoplasmatica e submetidas a imunodetec¢do com soro anti-Quimosina, no intuito
de identificar o compartimento em que a proteina recombinante esta sendo retida.

A imunodeteccdo demonstrou (Figura 14) que a maior concentracao de Pro-
guimosina B encontra-se na fracdo celular, apresentando uma quantidade muito
superior a detectada na fracdo citoplasmatica. E como a Unica diferenca entre o
contetdo protéico dessas duas fracBes extraidas € a presenca das proteinas da
membrana citoplasmatica e parede celular (na fracao celular), este resultado sugere
gue a proteina recombinante deve estar sendo direcionada a membrana celular pelo
peptideo sinal, e como esta ndo esta sendo secretada, provavelmente esteja ficando

retida junto ao envelope celular.

50 kDa_>

30 kDa—,

Figura 14 — Imunodeteccao para avaliacdo do enderecamento da rPré-quimosina bovina B produzido
pela linhagem L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pré6-quimosina B). Coluna 1, Marcador de peso
molecular - Full range Rainbow™ recombinant protein molecular weight marker (Amersham
Biosciences); colunas 2 e 3, proteinas extraidas da fracdo citoplasmética, ndo induzido e induzido,
respectivamente; e colunas 4 e 5, proteinas extraidas da fracdo celular, ndo induzido e induzido,
respectivamente. A marcagdo em vermelho destaca o fragmento protéico referente a rPré-quimosina
bovina B. Trinta microlitros de cada amostra foram depositados em cada canaleta. A membrana foi
revelada utilizando-se soro de camundongo anti-Quimosina bovina (1:100).

I11.3.4. Detec¢do da atividade proteolitica da proteina recombinante
produzida por L. lactis

Como apenas a Pré-quimosina B (40,8 kDa) foi detectada nas linhagens
recombinantes de L. lactis, ndo sendo identificada a presenca de sua forma madura,
a Quimosina (35,6 kDa), testes sobre atividade proteolitica foram realizados para

verificar a presenca da enzima na sua forma ativa.
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I11.3.4.1. Avaliagdo da capacidade de coagulagdo e atividade proteolitica da
Quimosina bovina B (ensaio em placa)

As culturas néo induzidas e induzidas de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pro-
quimosina B), L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pré-quimosina B) e L. lactis
NCDO2118 (controle negativo) foram adicionadas em forma de spots em placas
contendo, além do meio de cultura, caseina, no intuito detectar a Quimosina B
através da sua capacidade de coagulacdo do leite e a atividade proteolitica. Assim
sendo, as linhagens foram avaliadas em trés formas: aplicacdo direta da cultura, do
sobrenadante e do lisado celular sobre 0 meio de cultura.

Ao redor de cada spot foi observado um halo opaco e esbranquicado,
caracteristico de coagulacdo, seguido de outro halo opaco e translucido,
caracteristico de atividade proteolitica, ndo sendo observada diferenca entre os
halos encontrados nas linhagens recombinantes com os produzidos pela linhagem
selvagem, utilizada como controle. Os resultados foram iguais em todas as

linhagens, independente de inducao ou fracdo utilizada para analise.

111.3.4.2. Determinag¢do da atividade azocaseinolitica (quantitativa) e zimograma
(semi-quantitativa)

Para determinar a atividade proteolitica (quantitativa e semi-quantitativa) da
Quimosina bovina B produzida por L. lactis, culturas ndo induzidas e induzidas das
linhagens recombinantes de L. lactis [L. lactis NCD02118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina
B) e L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pro-quimosina B)], assim como da linhagem
selvagem (L. lactis NCD0O2118), utilizada como controle negativo, foram submetidas
a extracao de proteinas das fracdes celular, secretada e protoplasto.

A analise quantitativa das amostras foi realizada em quatro diferentes pH (4,6;
5,6; 6,5 e 7,5), no entanto, a Quimosina bovina utilizada como controle, mostrou
atividade apenas no pH 6,5 apos 90 e 120 minutos de reacdo com azocaseina,
gerando 0s seguintes valores:

Em analise estatistica, os dados (Tabela 4) ndo apresentaram diferenca
significativa, tendo sido detectando, provavelmente, apenas a atividade de protease
enddgenas a linhagem selvagem (L. lactis NCD0O2118) (Wang et al., 1998; Kok,
1990).
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Como o pH 6,5 mostrou-se melhor para identificagdo da atividade da
Quimosina controle, este pH foi escolhido para ser trabalhado na revelagdo do gel
de poliacrilamida do zimograma da Quimosina recombinante.

Para analisar o zimograma, as proteinas extraidas foram separadas por SDS-
PAGE utilizando um gel polimerizado com caseina. Apds a resolugéo eletroforética o
gel foi imerso em solucdo de Triton X-100 por 2 horas para a retirada do SDS, o
reagente desnaturante, para que as proteinas retornassem a sua conformagédo
original. Posteriormente a esta etapa, o gel foi revelado por imersdo em tampéao
fosfato pH 6,5 na concentracdo de 50 mM, o pH de melhor atuacdo da enzima em
estudo. Esperava-se encontrar sobre a Quimosina a presenga de um halo
translicido, referente a degradacdo da k-caseina contida no gel. No entanto este
resultado ndo foi observado nem mesmo sobre o controle positivo, a Quimosina
bovina purificada. Provavelmente a quantidade de «-caseina utilizada no
experimento ndo tenha sido suficiente para a gerar o halo translicido, ou ainda, que
ao produto da clivagem da x-caseina ndo tenha conseguido ultrapassar a malha do

gel em direcdo a solucao por tratar-se de fragmentos com alto peso molecular.
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Tabela 4: Valores obtidos pela leitura da A4, das amostras apés 90 e 180 minutos de rea¢do com azocaseina em pH 6,5.

90 minutos Quimosina Quimosina wti wti Wt NI Wt NI Ctl Ctl CtNI CtNI Scl Scl Sc NI Sc NI
Extra Celular - - 0,041 0,035 0,021 0,018 0,017 0 0,004 0,01 0 - 0,011 0,145
Fragao Celular - - 1,438 1,403 1,416 1,424 1,417 - 1,435 1,451 1,442 1,454 1,465 1,454
Protoplasto - - 0,015 0,006 -0,025 -0,013 -0,03 -0,018 -0,036 -0,035 -0,005 -0,002 -0,022 -0,018
Purificada 0,056 0,064

180 minutos Quimosina Quimosina Wt Wt Wt NI Wt NI Ctl Ctl CtNI CtNI Scl Scl Sc NI Sc NI

Extra Celular - - 0,033 0,03 0,044 0,042 0,049 0,073 0,051 0,057 0,032 0,026 0,027 0,039
Fragao celular - - 1,595 1,597 1,604 1,605 1,585 1,58 1,592 1,588 1,587 1,594 1,597 1,596
Protoplasto - - 0,007 0,008 0,006 0,03 0,008 0,004 0,009 0,006 0,005 0,006 0,011 0,006
Purificada 0,042 0,05

Wt — L. lactis NCDO2118 (selvagem)

Ct— L. lactis NCD0O2118 pXyIT:CYT:pré-quimosina B
Sc — L. lactis NCD0O2118 pXyIT:SEC:pré-quimosina B
Quimosina — Quimosina bovina purificada (Sigma)

| — induzido

NI- ndo induzido.
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Devido aos resultados obtidos, o experimento foi repetido, utilizando um
tampao fosfato na de concentragédo de 200 mM pH 6,5, com o objetivo de favorecer
a atividade da Quimosina. No entanto, nenhuma atividade proteolitica foi detectada,

como mostra a Figura 15.

1234 5617389 10M1]|A

50 kDa_>
40 kDa__,

123 456 7 8910]|2B

50 kDa_>

40 kDa_, «—356kDa

Figura 15 — Zimograma sobre a atividade proteolitica das proteinas extraidas das fra¢cdes secretada,
celular e protoplasto das linhagens de L. lactis (pXylT:CYT:pré-quimosina B e pXyIT:SEC:pr6-
quimosina B) sobre a caseina. A: Coluna 1, BenchMark Protein Ladder (Invitrogen); colunas 2 e 3,
controle negativo: proteinas extraidas da fracdo secretada de L. lactis NCD0O2118, ndo induzida e
induzida, respectivamente; colunas 4 e 5, controle negativo: proteinas extraidas da fragéo celular de
L. lactis NCDO2118, néao induzida e induzida, respectivamente; colunas 6 e 7, controle negativo:
proteinas extraidas do protoplasto de L. lactis NCD0O2118, ndo induzida e induzida, respectivamente;
colunas 8 e 9, proteinas extraidas da fracdo secretada de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pré6-
guimosina B), néo induzida e induzida, respectivamente; e colunas 10 e 11, proteinas extraidas da
fracdo celular de L. lactis NCDO2118 (pXylT:CYT:pro-quimosina B), n&do induzida e induzida,
respectivamente.B: Coluna 1, BenchMark Protein Ladder (Invitrogen); colunas 2 e 3, proteinas
extraidas do protoplasto de L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:CYT:pré-quimosina B) ndo induzida e
induzida, respectivamente; colunas 4 e 5, proteinas extraidas da fracdo secretada de L. lactis
NCDO02118 (pXyIT:SEC:pro-quimosina B), ndo induzida e induzida, respectivamente; colunas 6 e 7,
proteinas extraidas da fragdo celular de L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pré-quimosina B), nao
induzida e induzida, respectivamente; colunas 8 e 9, proteinas extraidas do protoplasto de L. lactis
NCDO02118 (pXylT:CYT:pré-quimosina B), ndo induzida e induzida, respectivamente; e coluna 21,
controle positivo: Quimosina bovina purificada (Sigma).

A auséncia de atividade proteolitica no controle positivo sugere que a

atividade das enzimas estad sofrendo algum tipo de interferéncia durante alguma
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etapa deste experimento. De modo que faz-se necessario a padronizacdo deste

experimento para a enzima em estudo.
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II1.4. Conclusao

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem chegar as

seguintes conclusdes:

1. As linhagens recombinantes [L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:pro-
quimosina B) e L. lactis NCD02118 (pXyIT:SEC:pro-quimosina B)] aqui construidas
foram capazes de produzir a Pré-quimosina bovina B na forma citoplasmética e

secretada.

2. L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pr6-quimosina B) apresentou maior
producdo de Pré-quimosina bovina B que L. lactis NCD0O2118 (pXylIT:CYT:pro-

quimosina B).
3. Alinhagem de L. lactis construida para a secrecao da proteina para o
meio extracelular ndo foi capaz de secretar a Pré-quimosina bovina B, ficando esta

retida junto ao envelope celular.

4. A Pré-quimosina nao foi capaz de converter-se em sua forma ativa, a

Quimosina.
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IV. ESTRATEGIA 2

Construcao de Linhagens de L. Lactis Produtoras da Forma
Secretada da Quimosina bovina A e B

Esta segunda estratégia surgiu como uma possivel alternativa a “Estratégia
1”. Uma vez que as linhagens de L. lactis construidas na estratégia anterior
apresentaram certas limitacbes, como a baixa quantidade da Pro-quimosina
produzida pela linhagem recombinante de L. lactis com enderegcamento
citoplasmatico, a ndo secrecdo da Pro-quimosina pela linhagem recombinante com
enderecamento exportado, e principalmente a ndo conversao do precursor, Pro-
guimosina em Quimosina, sua forma ativa.

Considerando os maiores niveis de producdo encontrados na construcao
plasmidiana utilizando o vetor para enderecamento secretado, pXyIT:SEC, este foi
escolhido para ser utilizado nesta segunda estratégia.

Como a interferéncia na secregcdo por L. lactis deve-se principalmente a
conformacdo da proteina (Le Loir et al., 2005), vislumbrou-se a producdo da
molécula da Quimosina, que poderia ser mais suscetivel a exportacao, e além disso
a enzima ja seria produzida em sua forma ativa.

A literatura descreve a Quimosina A como possuindo maior afinidade a k-
caseina que a Quimosina B, e consequentemente maior atividade proteolitica
especifica, devido apenas uma diferenca: a presenca de um aminoéacido Ac.
Aspartico na posi¢cdo 244 na Quimosina A enquanto a Quimosina B possui uma
Glicina (Mohanty et al., 1999).

Com a aquisicdo da ORF sintética da pré-quimosina B modificada para
cédons preferéncias de L. lactis, e considerenado o pequeno numero de
nucleotideos divergentes entre sequéncia codificadora da Quimosina A e a B,
vislumbrou-se a obtencdo da ORF codificadora da Quimosina A com cdédons
preferéncias de L. lactis, utilizando para isso a técnica de mutacao sitio-dirigida por
PCR-overlapping (Ho et al., 1999; Simionatto et al., 2009).

Sendo assim, para esta estratégia vislumbrou-se a construcédo de linhagens

de L. lactis produtoras da forma secretada da Quimosina A e Quimosina B.
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IV.1. Objetivos

IV.1.1. Objetivo Geral

Desenvolver um novo processo de producédo e obtencdo microbiologica da
Quimosina bovina baseado na utilizagao de linhagens recombinantes de L. lactis.

IV.1.2. Objetivos Especificos

1. Realizar mutacao sitio-dirigida para conversdo da Quimosina bovina B,

com cédons preferenciais para L. lactis, em Quimosina bovina A.
2. Clonar as ORFs (open reading frame) codificadoras da Quimosina
bovina A e da Quimosina bovina B no vetor de expressdo pXylT:SEC

(enderecamento secretado), do sistema XIES (Xylose-Inducible-Expression-System).

3. Obter linhagens de L. lactis produtoras da forma secretada da

Quimosina bovina A e B.

4. Avaliar a capacidade de coagulacdo do leite da Quimosina A e B

produzidas por L. lactis.
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IV.2. Material e Métodos

IV.2.1. Linhagens bacterianas, plasmideos e condicoes de cultivo

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho, bem
como suas caracteristicas, encontram-se listados nas Tabelas 5 e 6,

respectivamente. As linhagens foram cultivadas conforme descrito no item I11.2.1..

1V.2.2. Manipula¢ao do DNA

Os procedimentos de biologia molecular empregados foram realizados

segundo o item 111.2.2..
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Tabela 5: Linhagens bacterianas utilizadas para realizar a clonagem e expressédo da da

Quimosina A e Quimosina B em L. lactis.

Linhagens Caracteristicas Referéncias

E. coli TG1 (pXyIT:SEC:nuc) SupE, hsd, A5, thi, A(lac-proAB), Colecdo®
F’(traD36 proAB-lacZA M15),
Portadora do plasmideo

pXylIT:SEC:nuc

E. coli TOP10 (F$80dlacZAM15 A(lacZYA- Invitrogen™
argF)u169 endAl recAl hsdR17(r.-
my+) deoR thi-1 supE44 L gyrA96

relAl)
L. Lactis NCD0O2118 Linhagem selvagem de L. lactis Colecao®
subsp. lactis
L. Lactis NCDO2118 Linhagem recombinante de L. lactis Este trabalho
(pXyIT:SEC:quimosina A) subsp. lactis;  Portadora  do

plasmideo pXyIT:SEC:quimosina A

L. Lactis NCDO2118 Linhagem recombinante de L. lactis Este trabalho
(pXyIT:SEC:quimosina B) subsp. lactis;  Portadora do
plasmideo pXyIT:SEC:quimosina B

. Linhagem pertencente a colecdo de microrganismos do Laboratério de Genética Celular e

Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Tabela 6: Plasmideos utilizados para realizar a clonagem e expressao da da Quimosina A e

Quimosina B em L. lactis na forma secretada.

Plasmideos

Caracteristicas relevantes

Referéncias

pBSIISK:pro-quimosina B

pCR®II-TOPO (Blunt)

pCRII-TOPO:quimosina A

pCRII-TOPO:quimosina B

pXylT:CYT:nuc

pXyIT:SEC:nuc

pXyIT:SEC:quimosina A

Vetor  pBluescript |l SK  (Vetor de
clonagem/Amp'/pUC ORI) contendo a ORF
sintética codificadora da Pr6-Quimosina bovina

B com cbédons preferenciais de L. lactis

Vetor de clonagem/Amp’-Km'/pUC ORI

Vetor pCR®-Blunt II-TOPO® contendo a ORF
codificadora da Quimosina bovina A (forma

secretada), com codons preferenciais de L. lactis

Vetor pCR®-Blunt II-TOPO® contendo a ORF
codificadora da Quimosina bovina B (forma
secretada), com cddons preferenciais de L. lactis

pWV01/Cm'; vetor de expressdo contendo o
sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) da
sequéncia codificadora da proteina Usp45
fusionado a ORF da sequiéncia codificadora da
nuclease de Staphylococcus aureus (nuc), sob o

controle do promotor Pyyr

pWVO01/Cm'"; vetor de expressdo contendo a
sequéncia codificadora do peptideo sinal da
proteina Usp45 (SPUsp) fusionada a ORF nuc

de S. aureus, sob o controle do promotor Pyt

Vetor de expressdo pXylT:SEC:nuc no qual a
ORF nuc foi substituida pela ORF codificadora
da Quimosina bovina A, com cbédons

preferenciais de L. lactis

Epoch

Biolabs Inc.

Invitrogen™

Este trabalho

Este trabalho

Miyoshi e

cols., 2004

Miyoshi e
cols., 2004

Este trabalho
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pXylIT:SEC:quimosina B Vetor de expressédo pXylT:SEC:nuc no qual a Este trabalho
ORF nuc foi substituida pela ORF codificadora
da Quimosina bovina B, com coédons

preferenciais de L. lactis

Amp": confere resisténcia a ampicilina; Km': confere resisténcia a canamicina; Cm": confere

resisténcia a cloranfenicol.

1V.2.3. Confeccao dos oligonucleotideos iniciadores e mutacao sitio-
dirigida

A mutacado sitio-dirigida, para a conversdo da Quimosina B com codons
preferenciais de L. lactis em Quimosina A, foi realizada através da estratégia de
PCR-overlapping (Ho et al.,1989; Simionatto et al., 2009). Como a Unica diferenca
entre as ORFs codificadoras das Quimosinas B e A é a presenca de um cédon GGT,
codificador de Glicina na posicdo aminoacidica 244 (Gly244), na Quimosina B, e um
cédon GAC, codificador de Acido Aspartico (GAC; Asp244), na Quimosina A,
(Mohanty et al., 1999) dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados
para que fosse possivel a substituicdo das bases GT pelas bases AC.

O primeiro par de oligonucleotideos iniciadores foi confeccionado para a
amplificacdo da regido que compreende a porc¢ao inicial da sequéncia codificadora
da Quimosina B e estende-se até o codon GGT, codificadora de Gly244 (fragmento
5’: 1-732 pb). Porém o oligonucleotideo iniciador reverse (anti-senso), utilizado para
a amplificacdo desse fragmento, foi modificado para que ao invés de possuir um
cédon CCA, complementar ao codon GGT, o0 mesmo possuisse um cédon CTG para
se parear com o coédon GAC.

O segundo par de oligonucleotideos iniciadores foi confeccionado para a
amplificagcdo de uma regido que antecede o GGT da Gly244 em 18 nucleotideos e
estende-se até o final da sequéncia codificadora da Quimosina B (fragmento 3’: 712-
972 pb). Neste caso, o oligonucleotideo iniciador forward (senso) foi modificado de

forma que adiciou-se codon GAC ao invés dao codon GGT.
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Em ambos os casos, o0s oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com
auxilio do programa Vector NTI 8.0 (InforMax). A representacdo esquematica da
ORF de 972 pb codificadora da Quimosina B, bem como os sitios de anelamento
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para mutar esta ORF numa ORF

codificadora da Quimosina A, pode ser observada na Figura 16.

R Mut (CTG) F Mut (GAC)
GGT

~

ORF da quimosina B com coédons preferencias de L. lactis (972 pb)

Figura 16 — Representagdo do anelamento dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para
realizar mutacéo sitio-dirigida para converter a ORF codificadora da Quimosina bovina B com cédons
preferéncias para L. lactis em Quimosina A. Entre parénteses indicado a modificacdo que o
oligonucleotideo iniciador ira acrescentar a sequéncia amplificada. Localizag&do da trinca nucleotidica
GGT codificadora para o0 aminoacido Glicina da posicdo 244 (representada em preto). llustracéo
gerada pelo programa Vector NTI 8.0 (InforMax).

Aos oligonucleotideos iniciadores externos (F e R; Figura 16) foram
adicionados sitios de restricdo artificial para posterior clonagem direcional no vetor
de expressdo em L. lactis (pXylT:SEC). A sequéncia dos oligonucleotideos

iniciadores encontra-se na Tabela 7.
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Tabela 7: Parametros da PCR utilizada para a amplificacdo da sequéncia codificadora da

Pro-quimosina B.

PCR

Iniciador forward da ORF codificadora da
Quimosina B (F)
Sitio de restricao para a enzima Nsil esta

sublinhado

Temperatura de anelamento do iniciador F

Iniciador reverse para anelamento interno da
ORF codificadora da Quimasina B (R Mut)
Trinca contendo a modificag&o nucleotidica

para gerar mutagdo esta em negrito

Temperatura de anelamento do iniciador
R Mut

Tamanho do fragmento amplificado com os

iniciadores F e R Mut (fragmento 5’)

Iniciador forward para anelamento interno da
ORF codificadora da Quimosina B (F Mut)
Trinca contendo a modificagdo nucleotidica

para gerar mutagao esta em negrito

Temperatura de anelamento do iniciador
F Mut

Iniciador reverse da ORF codificadora da
Quimosina B (R)
Sitio de restricdo para a enzima EcoRlI esta

sublinhado

5 TCGATGCATCA
GGTGAGGTTGCAAGTGTTCCTC &

55.1°C

5 GTCATATT
GATTTTGTGTTGCTCCAATAG 3

55.5°C

732 pb

5 GCAACACAA
AATCAATATGACGAATTTGACATAG
ATTGTGAC 3

57.5°C

5 GGAATTCTT
AGATGGCCTTGGCAAGTCC 3’

81



MATERIAL E METODOS SARAIVA, T.D.L.

Temperatura de anelamento do iniciador R 55.6°C

Tamanho do fragmento amplificado com os 261 pb
iniciadores F Mut e R (fragmento 3’)

Tamanho do fragmento amplificado com os 972 pb
iniciadores externos F e R

Os pares de iniciadores (F e R Mut, e F Mut e R) foram utilizados em duas
distintas reacOes de PCR realizadas para um volume final de 25 pL, contendo 0,5 U
de Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), 1X Pfx Amplification Buffer, 1X
PCRx Enhancer Solution, 1mM MgSO,, 0,3 mM dNTP, 0,2 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador e 130 ng do vetor pBSIISK:pré-quimosina B. A reacéao foi
realizada em termociclador ATC 401 (Nyx Technik) onde as amostras foram
submetidas as seguintes etapas: desnaturacéo inicial (95°C; 5 min.) seguida de 30
ciclos de desnaturacgéo (95°C; 30 seg.), anelamento (54°C; 30 seg.), extenséo (68°C;
2 min.) e, ao término destes 30 ciclos, a reacado foi submetida a um ciclo de extenséo
final (68°C; 7 min.). Como produto desta reacdo de PCR, obteve-se a amplificacédo
dos fragmentos 5’ (732 pb) e 3’ (261 pb) (Figura 17).
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R Mut (CTG) GGT

Fragmento 5’ (732 bp) B
GGT
F Mut (GAC)

Fragmento 3’ (261 bp)

ORF da quimosina B com coédons preferencias de L. lactis (972 pb)

Figura 17 — Representagdo esquematica da primeira etapa da mutacgéo sitio-dirigida para converséo
da sequéncia codificadora da Quimosina bovina B com cdédons preferéncias para L. lactis em
Quimosina A: amplificagdo dos fragmentos 5’ e 3'. A: Representagdo esquematica do fragmento 5,
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores F e R Mut. B: Representacdo esquemética do
fragmento 3’, amplificado com os oligonucleotideos iniciadores F Mut e R. A modificagdo que o
oligonucleotideo iniciador ira acrescentar a sequéncia amplificada esta indicada entre parénteses.
Localizagdo da trinca nucleotidica GGT codificadora para o aminoacido Glicina da posi¢do 244
(representada em preto). llustracdo gerada pelo programa Vector NTI 8.0 (InforMax).

Em seguida os fragmentos 5’ e 3’ foram isolados utilizando-se o Kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healtcare) conforme recomendagdes do
fabricante. A concentracdo dos fragmentos foi determinada utilizando-se o
espectrofotometro BioPhotometer plus (Eppendorf) com a leitura da absorbancia em
260 nm.

Os fragmentos 5’ e 3’, previamente amplificados, foram utilizados em uma
Unica reacéo de PCR. Para esta nova PCR néo foram adicionados oligonucleotideos
iniciadores a reacdo, uma vez que os dois fragmentos apresentam uma regido de
complementariedade de 21 nucleotideos e suas proprias extremidades 3’-OH

serviram como iniciadores para a extensdo do resto da sequéncia codificadora da
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Quimosina A (Figura 18). Nesta reacdo de PCR foram seguidos os parametros da

reacdo anteriormente descrita neste item, porém utilizando 60 ng de cada fragmento.

Fragmento 5’

Fragmento 3’

qguimosina A (972 pb)

Figura 18 — Representacdo esquematica da segunda etapa da mutacgdo sitio-dirigida para conversao
da sequéncia codificadora da Quimosina B com cdédons preferenciais de L. lactis em Quimosina A:
reacdo de PCR com os fragmentos 5’ e 3’ e sem oligonucleotideos iniciadores. O local e o nimero de
pares de base (pb) da complementariedade entre as moléculas de DNA dos fragmentos 5 e 3
(representadas em laranja), extens@o das moléculas (representada em tracejado azul), e a obtencéo
da sequéncia codificadora da Quimosina A como produto desta etapa e seu peso molecular
(representa em azul escuro).

Por fim, realizou-se uma terceira reacdo de PCR utilizando o produto da
segunda reacdo de PCR e os oligonucleotideos iniciadores externos (F e R) para

obter um maior nimero de moléculas da sequiéncia mutada (Figura 19).

F R

guimosina A (972 pb)

guimosina A (972 pb)

Figura 19 — Representagcédo esquematica da terceira etapa da mutacdo sitio-dirigida para converséo
da sequéncia codificadora da Quimosina B com cédons preferenciais de L. lactis em Quimosina A:
reacdo de PCR para a amplificacdo da seqiiéncia codificadora da Quimosina A. Molécula de DNA
gerada pela reacdo de PCR utilizando os fragmentos 5 e 3’, sem adigdo de oligonucleotpideos
iniciadores (representada em azul escuro), iniciadores externos contendo os sitios de restricao
artificial para a clonagem direcional no vetor de expressédo (F e R), e a amplificacdo da sequéncia
codificadora da Quimosina A como produto desta etapa e seu peso molecular (representa em
vermelho).
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1V.2.3.1. Resolugdo eletroforética

Os produtos das reacdes de PCR foram aplicados em gel de agarose a 1%,
como segue. As amostras de DNA acrescida de 1:5 do volume de tampéo de
amostra (Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X) foram fracionados em
gel de agarose a 1% em tampdo TBE 0,5X (45 mM tris; 45 mM acido bérico; 1mM
EDTA), contendo brometo de etideo (0,5 pg.mL™). As resolucdes foram realizadas a
100 Volts durante aproximadamente 1 hora. O DNA foi visualizado e o gel
fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm) através do sistema
de documentacdo fotografica Benchtop UV Translluminator (UVP) e a foto
processada pelo programa MultiDoc-It Digital Imagem System (UVP).

O peso molecular dos fragmentos amplificados foram estimado comparando-

se ao marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen).

1V.2.4. Clonagem no Sistema TOPO

1V.2.4.1. Clonagem das ORFs codificadoras da Quimosina bovina A e Quimosina B no
vetor pCRII-TOPO (Blunt)

O produto de PCR obtido da terceira etapa da mutacdo sitio-dirigida (item
IV.2.3.) correspondente a seqiéncia codificadora da Quimosina A foi purificado
utilizando o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healtcare) e ligado
ao vetor pCR®II-TOPO (Blunt; Invitrogen; Tabela 6), para a geracdo dos plasmideos
pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B (Tabela 6). Os procedimentos
foram realizados conforme as recomendacdes do fabricante. O produto de ligacao

foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli TOP10.

1V.2.4.2. Transformagdo bacteriana (E. coli )

A etapa de confeccdo de E. coli eletrocompetente, assim como, a etapa de
transformcdo bacteriana da mesma, foi realizada segundo descrito nos itens

11.2.4.1.1. e 111.2.4.1.2., respectivamente.
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1V.2.4.3. Extragdo do DNA plasmidiano de E. coli em pequena escala

A extracdo do DNA plasmidiano, dos clones oriundos da transformacéo, foi

realizada conforme o item 111.2.4.1.3..

1V.2.4.4. Confirmacgdo da presen¢a e tamanho das ORFs codificadoras da Quimosina
bovina A e Quimosina B no vetor pCRII-TOPO (Blunt)

Para confirmar a presenca e o peso molecular da ORF da quimosina A e
quimosina B clonada no vetor pCRII-TOPO (Blunt) duas metodologias foram

empregadas, PCR e digestdo enzimatica utilizando endonuclease de restricao.

1V.2.4.4.1. PCR
Para verificar a presenca do inserto e o peso molecular do fragmento de DNA

clonado no vetor pCR®II-TOPO (Blunt), o inserto presente no referido vetor foi

amplificado por PCR utilizando o protocolo descrito no item 111.2.5.3. (volume final 10
pL).

1V.2.4.4.2. Digestao enzimatica
A digestdo enzimética foi realizada utilizando a enzima de restricdo EcoRl,

uma vez que o sitio de entrada do inserto do pCR®II-TOPO (Blunt) esta circundado
por dois sitios de restricdo para esta enzima.

A reacdao foi realizada utilizando: 2 U da enzima de restricdo EcoRI 20 U/uL
(0,1 pL), 1X REact® 3 buffer 3 (50 mM tris-HCI - pH 8.0, 10 mM MgCl,, e 100 mM
NaCl; 1,8 uL), aproximadamente 1,5 ug de DNA plasmidiano de cada clone (15 pL),
e agua ultrapura estéril para completar o volume de 18 pL . As reacdes foram

mantidas em banho-maria a 37°C por 1 hora.

O produto da reagdo de PCR, assim como da disgestdo enzimatica tiveram
seu volume total aplicado em gel de agarose a 1% e a resolucéo eletroforética foi

realizada sob as mesmas condic¢des ja descritas no item 1V.2.3.1..
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IV.2.5. Identificacdao dos clones recombinantes mutados

Para identificar quais dos clones recombinantes apresentavam o inserto
mutado, foi realizado um ensaio in silico utilizando o programa Vector NTI 8.0
(Informax). Para tanto, na busca por um sitio de restricdo que reconhecesse uma
sequéncia contendo GGT (Glicina 244) ou GAC (Ac. Aspartico 244), as ORFs das
Quimosinas A e B foram analisadas quanto a presenca de sitios para 1.537 enzimas
de restricdo. Apos a selecdo de uma enzima que reconhecesse tal sequéncia, foi
realizada uma simulacéo in silico de um gel de agarose 1% contendo os vetores
PCR II-TOPO:quimosina A e pCR II-TOPO:quimosina B digeridos com a enzima e o
resultado obtido foi comparado com o padréo de bandas das amostras analisadas.

Depois de identificados os vetores que contem a sequéncia codificadora da
Quimosina A e da Quimosina B, um clones de cada construcao foi utilizado para

realizar a subclonagem no sistema XIES.

IV.2.6. Subclonagem no sistema XIES

1V.2.6.1. Digestdo enzimadtica do vetor pXyIT:SEC:nuc

Para a subclonagem das ORFs codificadoras da Quimosina A e Quimosina B
no vetor de expressao pXylT:SEC (Tabela 6), inicialmente foi realizada a extragao
desse plasmideo a partir da linhagem de E. coli TG1 (pXylT:SEC:nuc; Tabela 6)
utilizando o Kit The Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega),
conforme as especificacdes do fabricante. Em seguida, foi realizada uma reacao de
digestdo enzimatica de 120 pL que consistiu em: 100 pL (contendo
aproximadamente 13 pg) do plasmideo pXylT:SEC:nuc, 12 uL do REact® 3 buffer,
1,3 pL de Nsil (10 U/uL), 1,5 puL de EcoRI (20 U/uL) e 5,2 pyL de agua ultrapura

estéril. A reagdo foi mantida em banho-maria a 37°C por 18 horas.

1V.2.6.2. Purificagdo do fragmento de DNA pXyIT:SEC

A reacdo de digestdo descrita no item [V.2.6.1. teve todo o seu volume
aplicado em gel de agarose a 1% e a resolucao eletroforética realizada sob as

mesmas condi¢des descritas no item [V.2.3.1.. Ao término da eletroforese, o
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fragmento de DNA correspondente ao vetor pXyIT:SEC (3.255 pb), desprovido da
sequéncia codificadora da nuclease de S. aureus (nuc; 511 pb), foi purificado com o
Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healtcare), de acordo com as
especificacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do produto purificado foi
entdo estimada através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a 1%,

utilizando o GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder Plus, como marcador de peso molecular.

1V.2.6.3. Digestdo enzimdtica dos plasmideos pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-
TOPO:quimosina B

Os plasmideos pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B (Tabela
6) foram extraidos a partir dos clones de E. coli previamente confirmados (item
IV.2.5.) seguindo o protocolo do item 111.2.4.1.3. Em seguida, foi realizada uma
reacdo de digestdo enzimatica de 120 pL que consistiu em: aproximadamente 20 ug
de plasmideo (100 pL cada), acrescido de 20 U de cada enzima (2 puL de Nsil 10
U/uL e 1 pL de EcoRI 20 U/uL), 1X REact® 3 buffer (12 yL) e agua ultrapura estéril

(5 yL). A reacao foi mantida em banho-maria a 37°C por 18 horas.

1V.2.6.4. Purificagdo dso fragmentos de DNA contendo as seqiiéncias codificadoras
da Quimosina A e Quimosina B

A reacao de digestdo apresentada no item IV.2.6.3. foi toda aplicada em gel
de agarose a 1% e a resolucao eletroforética realizada sob as mesmas condi¢cées
descritas no item IV.2.3.1.. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA
correspondentes as sequéncias codificadoras da Quimosina A e Quimosina B (972
pb) foram purificados com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healtcare), de acordo com as especificacbes do fabricante. A concentracdo e a
pureza dos produtos purificados foram entdo estimados através de resolugédo
eletroforética em gel de agarose a 1%, utilizando o GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder

Plus, como marcador de peso molecular.
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1V.2.6.5. Ligacdo das ORFs codificadoras da Quimosina A e Quimosina B no vetor
pXyIT:SEC e transformagdo de E. coli TOP10

A ligacdo da ORF da quimosina A e quimosina B no vetor pXylT:SEC foi
realizada conforme descrito no item 111.2.6.5..

Os produtos das ligagbes foram usados para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10 (item 111.2.4.1.2.).

1V.2.6.6 Confirmagdo dos clones recombinantes

Os plasmideos obtidos foram submetidos a digestdo com as enzimas Nsil e
EcoRlI, segundo a seguinte reacdo: 15 pL de DNA plasmidiano, 0,2 pL de Nsil 10
U/uL (2 U), 0,2 pL de EcoRI 20 U/uL (4 U), 2,0 pL de 10X REact® 3 buffer (1X) e
completando com &gua ultrapura estéril (2,6 pL) para um volume de 20 L. A reacdo
foi incubada em banho-maria a 37°C por 1 hora, e o resultado observado em gel de
agarose 1%. Apods confirmacdo 10 puL de cada plasmideo recombinantes foram

utilizados para transformar L. lactis NCDO2118, eletrocompetente.

IV.2.7. Transformag¢do de L. lactis NCDO2118 com os plasmideos
pXyIT:SEC:quimosina A e pXyIT:SEC:quimosina B

1V.2.7.1. Confec¢do de células eletrocompetentes de L. lactis NCD0O2118 e
transformagdo com os plasmideos pXyIT:SEC:quimosina A e pXyIT:SEC:quimosina B

A preparacdo das células eletrocompetentes de L. lactis foi realizada de
acordo com o item 111.2.7.1..

O procedimento para transformacédo de L. lactis NCDO2118 eletrocompetente
com os plasmideos pXyIT:SEC:quimosina A e pXyIT:SEC:quimosina B foi segundo

descrito no item 111.2.7.2..

1V.2.7.2. Confirmagdo da construcdo das linhagens recombinantes de L. lactis

As colbnias resultantes da transformacdo de L. lactis com os plasmideos

pXylT:SEC: quimosina A e pXyIT:SEC: quimosina B foram inoculadas em meio
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M17Glu-Sac suplementado com 10 pg.mL™ de cloranfenicol, e mantidos na estufa a
30°C por 18 horas. A partir destas culturas o DNA plasmidiano foi extraido (item
[11.2.7.3.) e submetido a confirmacdo da presenca do inserto por PCR e digestao

enzimatica conforme descrito no item IV.2.4.4.1. e IV.2.4.4.2..

1V.2.8. Confirmac¢ao da produc¢iao da Quimosina A e Quimosina B pelas
linhagens recombinantes de L. lactis

1V.2.8.1. Indugdo da produgdo de proteinas heterdlogas em L. lactis e extragdo
proteica

A inducéo da expressao génica das ORFs quimosina A e quimosina B em L.
lactis, assim como o procedimento de extracdo protéica, foram realizados conforme
ositens 111.2.8.1. e 11.2.8.2..

1V.2.8.2 .Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida e Western Blotting

As proteinas extraidas de L. lactis foram submetidas as resolucdes
eletroforética descritas no item 111.2.8.3. e a procedimentos de imunodetec¢céo por

Western Blotting (item 111.2.8.5.) utilizando soro anti-Quimosina na diluicdo 1:100.
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IV.3. Resultados e Discussao

IV.3.1. Mutacao sitio dirigida

A primeira etapa desta parte do trabalho consistiu na obtencédo da sequéncia
codificadora da Quimosina A, a partir de uma mutacao sitio-dirigida da ORF sintética
da Quimosina B modificada para codons preferéncias de L. lactis. Como a Unica
diferenga entre as isoenzimas Quimosina A e B refere-se ao aminoacido 244, onde
na Quimosina B ha uma Glicina (GGT; Gly244) e na Quimosina A ha um Acido
Aspéartico (GAC; Asp244), optou-se pela estratégia de PCR-overlaping (Ho et al.,
1989; Simionatto et al., 2009) para realizar a mutacao sitio-dirigida. Para converter o
cédon GGT (codificador de Gly244) da Quimosina B em um cédon GAC (codificador
de Asp244) da Quimosina A, dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram
utilizados (Tabela 7). Um dos pares de iniciadores foi confeccionado para amplificar
a regiao inicial da sequéncia codificadora da Quimosina B (fragmento 5’). Ja o outro
par de oligonucleotideos iniciadores, foi confeccionado para amplificar a regiéo final
(fragmento 3’) também da Quimosina B, de forma que o iniciador reverse (anti-
senso) utilizado para amplificar o fragmento 5’ e o iniciador forward (senso) utilizado
para amplificar o fragmento 3’ apresentassem (apés a ligacdo dos dois fragmentos)
a alteracdo nucleotidica necesséria para gerar a mutacdo (que converteria a
Quimosina B em Quimosina A).

O produto das reacbes de PCR, utilizando os dois pares de iniciadores, foi
analisado em gel de agarose 1%, onde se verificou que os fragmentos 5’ e 3
apresentavam aproximadamente 732 e 261 pb, respectivamente, assim como
esperado (Figura 20).
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Fragmentos amplificados B

1. RMut (CTG), GGT

Fragmento 5’ (732 bp)

GGT
F Mut (GAC)

200 pb—,

Fragmento 3’ (261 bp)

Figura 20 — Produtos da amplificacdo da seqiiéncia codificadora da Quimosina B utilizando os
iniciadores contendo a mutagcdo para obtencdo da Quimosina A. A: Resolucdo eletroforética dos
produtos de amplificagdo dos fragmentos de DNA 5’ e 3’. Coluna 1, Marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2, produto da amplificagdo do fragmento 5’ (732 pb) utilizando
os iniciadores F e R Mut; coluna 3, controle negativo; coluna 4, produto da amplificagdo do fragmento
3’ (261 pb) utilizando os iniciadores F Mut e R; coluna 5, controle negativo. B: (1) Representacéo
esquematica do fragmento 5, amplificado com os oligonucleotideos iniciadores F e R Mut. (2)
Representacdo esquematica do fragmento 3’, amplificado com os oligonucleotideos iniciadores F Mut
eR.

A eficiéencia da amplificacdo foi demonstrada pela intensidade das bandas
obtidas. Algumas bandas inespecificas foram observadas, provavelmente trata-se do
plasmideo pBSIISK:pro-quimosina B, utilizado como DNA molde da reacgéo, devido
ao peso molecular e disposicdo das bandas. No entanto, o fato de haver bandas de
outros pesos moleculares ndo chegou a interferir de forma negativa no experimento,
uma vez que apos a amplificagcdo dos fragmentos 5’ e 3’, estes foram purificados a
partir de gel de agarose. Como controle negativo das reacdes foi utilizada agua
ultrapura estéril ao invés de DNA, e como esperado, 0 mesmo ndo apresentou
nenhum sinal de amplificacéo.

Depois de purificados, os fragmentos 5 e 3’ foram submetidos a técnica de

PCR-overlapping, o resutado pode ser observado na Figura 21.
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A PCR sem oligonucleotideos iniciadores B

Fragmento 5’

Fragmento 3’

1.000 ph__

quimosina A (972 pb)

Figura 21 — Produto da PCR-overlapping. A: Resolugéo eletroforética dos produtos de extensdo dos
fragmentos de DNA 5’ e 3’ sobrepostos. Coluna 1, Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); coluna 2, Produto da PCR sem iniciadores; coluna 3, controle negativo. B:
Representac@o esquematica da reacdo de PCR com os fragmentos 5 e 3’ sem oligonucleotideos
iniciadores. Complementariedade de bases (indicada em laranja), e o produto esperado (indicado em
azul escuro).

Em seguida, o produto gerado foi utilizado como DNA molde em uma terceira
reacdo de PCR contendo os iniciadores externos (F e R; sem mutacdo) para a
amplificacdo da ORF mutada (codificadora da Quimosina A). O produto desta
terceira reacdo de PCR foi resolvido em gel de agarose onde foi possivel observar
gque a amplificacdo da ORF mutada apresentou um fragmento de igual peso
molecular e intensidade a gerada pelo controle positivo (amplificacdo da ORF da
guimosina B utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores externos; Fig. 22).

Nenhuma amplificagéo foi detectada no controle negativo.
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PCR com os iniciadores externos B

quimosina A (972 pb)

quimosina A (972 pb)

Figura 22 — Produto da amplicagdo da ORF mutada. A: Resolucé@o eletroforética do produto de
amplificagdo da sequiéncia mutada codificadora da Quimosina A. Coluna 1, Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna 2, controle positivo; coluna 3, produto gerado
pela amplificacdo da ORF mutada utilizando os iniciadores externos F e R; e coluna 4, controle
negativo. B: Representagdo esquematica da amplificagdo da sequéncia codificadora da Quimosina A,
gerada pela mutacdo sitio-dirigida, utilizando iniciadores externos contendo os sitios de restricdo
artificial para a clonagem direcional no vetor de expresséao (F e R).

IV.3.2. Clonagem do produto da mutac¢ao sitio-dirigida no sistema
Topo e confirmacgao dos clones recombinantes

O fragmento amplificado foi clonado no vetor pCR - 1I-TOPO. O produto da
ligacdo foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli TOP10.
Colbnias oriundas da transformacéo foram selecionadas aleatoriamente e cultivadas.
O DNA plasmidiano foi extraido e utilizado como molde para confirmar a clonagem
do inserto através de uma reag¢do de PCR utilizando os iniciadores especificos da
ORF quimosina B. Dezoito clones foram confirmados, como sendo portadores de um
inserto de 972 pb, como o observado no controle positivo, produto de amplificagao
da quimosina B. No controle negativo ndo nenhuma amplificagédo foi detectada,

como esperado. O produto da amplificacdo pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23 — Amplificacdo por PCR de um fragmento de aproximadamente 972 pb a partir do DNA
plasmidiano extraido de células de E. coli transformadas com o produto da ligacdo do vetor pCR - II-
TOPO com o produto da mutagdo sitio-dirigida. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); coluna
2, controle positivo: produto de amplificacdo da quimosina B; colunas 3-20, fragmento amplificado a
partir dos clones pCR - 1I-TOPO:quimosina; e coluna 21, controle negativo.

Dentre os clones que foram confirmados por PCR, dez foram escolhidos,
aleatoriamente, para serem submetidas a digestdo enzimatica. A enzima de
restricdo utilizada foi a EcoRI, devido ao fato desta clivar o DNA em ambas as
extremidades do sitio multiplo de clonagem do vetor pCRII-TOPO (Blunt). Ap6s a
reacdo, todo o produto da digestdo foi resolvido em gel de agarose, confirmando

assim a presenca do inserto em todos os clones avaliados (Figura 24).
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1 2 3 45 6 7 8 910 11 12

Figura 24 — Digestdo enzimética dos plasmideos gerados pela ligacdo do produto da mutacao sitio-
dirigida no vetor pCR - 1I-TOPO com a enzima EcoRI. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio. Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
coluna 2, controle posito: produto de amplificagéo da quimosina B; coluna 3-12, produto da reacéo de
digestédo dos plasmideos pCR - [I-TOPO:quimosina.

1V.3.3. Diferenciacao dos clones recombinantes

A andlise in silico, confrontando as sequéncias codificadoras da Quimosina A
e B contra 1.537 enzimas de restricdo, apontou a enzima de restricdo Hphl. Essa
enzima foi a Unica a apresentar um sitio de restricdo diferenciado entre as duas
sequéncias, por utilizar o GGT (Gly244), presente na sequencia codificadora da
Quimosina B, como parte de seu sitio de restricio (GGTGANNNNNNNN/N).
Reconhecendo dois sitios de restricdo na sequéncia da Quimosina A e trés na
sequéncia da Quimosina B, como mostra a Figura 25. Sendo assim, os clones
pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B quando digeridos com a Hphl
apresentardo um padrdo de bandas diferenciados, permitindo a identificacdo dos
clones que apresentam o inserto da quimosina A daqueles que apresentam o inserto

da quimosina B.
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Hphl (14) Hphl (344) GAC

quimosina A com coédons preferenciais de L. lactis

972 bp
GGT
Hphl (743)

Hphl (14) Hphl (344)
\

quimosina B com coédons preferenciais de L. lactis

972bp

Figura 25 — Representacdo esquemética dos sitios de restricdo reconhecidos pela enzima Hphl
presentes nas sequéncias da quimosina A e quimosina B com cédons preferéncias de L. lactis.
llustrac@o gerada pelo programa Vector NTI 8.0 (InforMax).

Sendo assim calculou-se o peso molecular dos fragmentos gerados pela
digestdo com a enzima Hphl para as possiveis constru¢cdes obtidas: pCRII-
TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B, considerando a entrada do inserto

no sentido horario e anti-horario. O resultado € apresentado na Figura 26.
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Figura 26 — Esquematizacdo das possiveis orientacdes dos insertos dentro dos vetores pCRII-
TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B, o nimero de sitios de restricdo para a enzima Hphl e
o provavel peso molecular dos fragmentos gerados.
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Em outra analise in silico, também utilizando o Programa Vector NTI 8.0, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando o marcador SPP1-
ECORI e as amostras pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B (ORFs
em sentido horéario) digeridas com a enzima Hphl. Onde foi possivel verificar a
presenca de um padrdo de bandas diferenciado entre as amostras analisadas
(Figura 27). De modo que o clone que possuisse a ORF mutada apresentaria um
fragmento diferenciado com peso molecular de 990 pb, e o clone que possuisse a
ORF sem modificacdo apresentaria um fragmento de peso molecular de 591 pb.
Confirmando assim, que a digestdo com a enzima Hphl seria capaz de determinar

gual ORF esta presente em cada clone.
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Figura 27 — Andlise in silico da digestdo enzimatica dos vetores pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-
TOPO:quimosina B com a enzima de restricdo Hphl.Coluna 1, Marcador de peso molecular SPP1-
ECORI; coluna 2, pCRII-TOPO:quimosina A digerido com Hphl; coluna 3, pCRII-TOPO:quimosina B
digerido com Hphl. Marcagdo em vermelho destaca o fragmento de peso molecular diferencial que
cada construcao apresenta. O peso molecular dos fragmentos foi calculado com base no produto da
digestdo dos vetores pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-TOPO:quimosina B (contendo o inserto no
sentido horario) com a enzima Hphl.
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1V.3.3.1. Identificagdo dos clones que contém o inserto codificador da Quimosina A
ouB

Nove dos clones recombinantes, dos dez obtidos, foram submetidos a
digestdo com Hphl (Figura 28), onde foram identificados 3 clones contento a ORF
original (sem mutacao; colunas 4, 5 e 10), provavelmente gerado pelo arraste de
alguma copia do plasmideo contendo a sequéncia codificadora da quimosina B nos
passos iniciais da mutacdo sitio-dirigida, e um clone contendo a ORF mutada
(coluna 6). Os outros clones ndo se enquadraram dentro de nenhum padréao
esperado provavelmente por seu inserto conter alguma alteracdo na sequencia (por
exemplo, mutacdo espontanea) com mudanca dos sitios de restricdo ou por ter
ocorrido uma digestao parcial.

Os clones 6 (pCRII-TOPO:quimosina A) e 10 (pCRII-TOPO:quimosina B)

foram selecionados para serem utilizados nos experimentos seguintes.
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Figura 28 — Digestao enzimética dos plasmideos, oriundos da ligacdo do vetor pCRII-TOPO com o
produto da mutacao sitio-dirigida, com enzima Hphl. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado
com brometo de etidio. Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
coluna 2-10, clones digeridos com Hphl. Marcagdo em vermelho destaca os fragmentos com peso
molecular diferenciado: 990 pb, fragmento exclusivo dos clones contendo a ORF da quimosina A, e
591 pb, fragmento exclusivo dos clones contendo a ORF da quimosina B.

1V.3.4. Subclonagem no sistema XIES

Paralelamente a digestdo enziméatica dos clones pCR II-TOPO:quimosina A e
pCR 1I-TOPO:quimosina B e a purificacdo dos fragmentos correspondentes aos
insertos codificadores das Quimosinas A e B, o vetor de expressao pXylT:SEC:nuc
também foi digerido com as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI para liberacdo da
ORF nuc e posterior purificacdo do fragmento pXyIT:SEC. Os fragmentos purificados

(vetor e insertos; Figura 29) foram entdo submetidos a uma reacéo de ligacao.
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1.000 ph__,
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Figura 29 — Digestao enzimatica dos plasmideos pXyIT:SEC:nuc, pCRII-TOPO:quimosina A e pCRII-
TOPO:quimosina B com as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); colunas 2 e 3, pXylIT:SEC:nuc n&o digerido e digerido, respectivamente; colunas 4 e 5,
pCRII-TOPO:quimosina A nado digerido e digerido, respectivamente; colunas 6 e 7, pCRII-
TOPO:quimosina B nado digerido e digerido, respectivamente; e coluna 8, controle positivo: produto de
amplificacédo da seqiiéncia codificadora da Quimosina B.

Os produtos de ligacdo foram utilizados para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10. A selecdo de col6nias de E. coli transformadas
com esses plasmideos foi realizada em meio 2xYT &gar contendo 10 pg.mL™* de
cloranfenicol. A visualizagdo das colonias foi feita com aproximadamente 48 horas
apos a transformacédo. Foram observadas colbnias transformadas com o plasmideo
pXylT:SEC:quimosina A e com o0 plasmideo pXylT:SEC:quimosina B. Algumas
coloénias, escolhidas aleatoriamente, foram inoculadas em meio liquido,
suplementado com cloranfenicol, e incubadas, overnight, a 37°C sob agitacdo. Essas
culturas foram entéo utizadas para fazer uma cultura estoque, em glicerol, de cada
possivel clone e para a realizagdo da extracdo dos plasmideos recombinantes.
Nenhuma coldnia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA
foi adicionado as células durante o processo de transformacéao.

Os plasmideos extraidos foram submetidos a uma reacdo de digestdo com as
enzimas de restricdo Nsil e EcoRI. A Figura 30 mostra os produtos da digestao

desses clones.
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Figura 30 — Digestao enzimatica dos plasmideos pXylT:SEC:quimosina A e pXylIT:SEC:quimosina B
com as enzimas Nsil e EcoRI. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); colunas 2-13, clones
pXylIT:SEC:quimosina A ndo digeridos e digeridos, respectivamente; colunas 14-19, clones
pXyIT:SEC:quimosina B n&o digeridos e digeridos, respectivamente; e coluna 20, controle positivo:
produto de amplificacdo da quimosina bovina B.

Todos os clones analisados confirmaram ser recombinantes, sendo que 6
deles apresentavam a construcdo pXylT:SEC:quimosina A, e 3 deles a construcao

pXylT:SEC:quimosina B. Essas construcdes estdo representadas na Figura 31.

imosina A o
auimosina _repC quimosina B __repcC
PS XylT:SEC:quimosina A PS i i
:D/p yi: q — PXyIT:SEC:quimosina B
RB ‘ 4.227pb R A 4.227pb
A -
PXyIT rep PXyIT— rep A

Figura 31 — Representacdo esquematica dos vetores de expressdo pXylT:SEC:quimosina A e
pXyIT:SEC:quimosina B. PxylIT: Promotor induzido por xilose. RBS: Sitio de ligagao do ribossomo da
sequéncia codificadora da proteina Usp45 de L. lactis. PS: Peptideo sinal da proteina Usp45.
guimosina A: Sequéncia codificadora da Quimosina A. quimosina B: Sequéncia codificadora da
Quimosina B. repA e repC: origens de replicacdo. Cm: Gene que confere resisténcia ao cloranfenicol.
llustracdo gerada pelo programa Vector NTI 8.0 (InforMax).
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IV.3.5. Obtencdo das linhagens de L. lactis recombinantes

Um clone de cada construgdo foi utilizado para transformar L. lactis
NCDO2118 eletrocompetente.

Apés 48 horas de crescimento, quantro clones resistentes ao cloranfenicol
foram selecionados (dois transformantes de cada construcdo). Estes, por sua vez,
foram cultivados e tiveram seu DNA plasmidiano extraido para a confirmacdo da

presenca do inserto (Figura 32).

Figura 32 — Produto da extracdo dos plasmideos pXylT:SEC:quimosina A e pXyIT:SEC:quimosina B
obtidos a partir dos clones selecionados de L. lactis NCDO2118. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Coluna 1, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); coluna 2, plasmideos pXylT:SEC:quimosina A extraidos do clone 1; coluna 3,
pXyIT:SEC:quimosina A extraido dos clone 2; coluna 4, pXylT:SEC:quimosina B extraido do clone 1;
coluna 5, pXyIT:SEC:quimosina B extraido do clone 2.

Os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI e
apresentaram duas bandas de pesos moleculares de aproximadamente 972 e 3.255

pb, conforme esperado (Figura 33).
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1.000 ph__

Figura 33 — Digestao enzimatica dos plasmideos pXylT:SEC:quimosina A e pXyIT:SEC:quimosina B
(extraidos a partir de clones de L. lactis) com as enzimas Nsil e EcoRI. Coluna 1, Marcador de Peso
Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); colunas 2 e 3, pXyIT:SEC:quimosina A clone 1, ndo
digerido e digerido, respectivamente; colunas 4 e 5, pXylIT:SEC:quimosina A clone 2, ndo digerido e
digerido, respectivamente; coluna 6, controle positivo: amplificacdo da ORF da quimosina bovina A;
colunas 7 e 8, pXylT:SEC:quimosina B clone 1, ndo digerido e digerido, respectivamente; colunas 9 e
10, pXyIT:SEC:quimosina B clone 2, ndo digerido e digerido, respectivamente; coluna 11, controle
positivo: amplificacdo da ORF quimosina bovina B.

1V.3.6. Deteccdao da producao da Quimosina A e B pelas linhagens
recombinantes de L. lactis

Para verificar se 0s quatro clones, previamente confirmados (L. lactis
NCDO2118 pXylT:SEC:quimosina A clones 1 e 2, e L. lactis NCDO2118
pXylT:SEC:quimosina B clones 1 e 2) estavam produzindo a proteina recombinante,
foi realizada a extracdo de proteinas da fracdo total e do sobrenadante de suas
culturas induzidas e nédo induzidas. As proteinas foram resolvidas em gel de
poliacrilamida para a realizacdo de Western blot seguido de imunodeteccdo; o que
confirmou a producdo da proteina por dois clones: L. lactis NCDO2118
pXylT:SEC:quimosina A, clone 1 e L. lactis NCD0O2118 pXylT:SEC:quimosina B,

clone 1 (Figura 34). Ambos os clones apresentaram niveis similares de produc&o.
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Figura 34 — Imunodeteccdo da rQuimosina bovina A e rQuimosina bovina B a partir de culturas dos
clones de L. lactis NCD0O2118 (pXylIT:SEC:quimosina A) e L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:quimosina
A), respectivamente. A: Colunas 1 e 2, proteinas extraidas da fragcdo celular de L. lactis NCDO2118
(pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 3 e 4, proteinas
extraidas da fracdo secretada de L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1, ndo induzido
e induzido, respectivamente; colunas 5 e 6, proteinas extraidas da fracdo celular de L. lactis
NCDO02118 (pXyIT:SEC:quimosina A) clone 2; colunas 7 e 8, proteinas extraidas da fra¢do secretada
de L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:quimosina A) clone 2; e coluna 9, controle: proteina Quimosina
bovina purificada (Sigma). B: Colunas 1 e 2, proteinas extraidas da fracdo celular de L. lactis
NCDO2118 (pXylT:SEC:quimosina B) clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 3 e
4, proteinas extraidas da fracéo secretada de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina B) clone 1,
ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 5 e 6, proteinas extraidas da fragdo celular de L.
lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:quimosina B) clone 2; colunas 7 e 8, proteinas extraidas da fragao
secretada de L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:quimosina B) clone 2; e coluna 9, controle: proteina
Quimosina bovina purificada (Sigma). A marcacdo em vermelho destaca o fragmento protéico
referente a rQuimosina bovina A e rQuimosina B. Trinta microlitros de cada amostra e oito microlitros
do controle foram depositados nas canaletas. A membrana foi revelada utilizando-se soro de
camundongo anti-Quimosina bovina (1:100).
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1V.3.3.1. Avaliagdo do enderecamento da rQuimosina bovina A e rQuimosina B

Na “Estratégia |I” foi observado que a proteina heteréloga produzida pela
linhagem L. lactis NCDO2118 (pXylT:SEC:pro-quimosina B) ndo estava sendo
secretada em decorréncia de estar ficando retida no envelope celular. Nesta nova
estratégia duas linhagens foram construidas L. lactis NCDO2118
(pXyIT:SEC:quimosina A) e L. lactis NCD0O2118 (pXylT:SEC:pro-quimosina B) no
intuito de produzir uma molécula protéica que apresentasse uma conformacgéo que
pudesse ser secretada para o meio extracelular (Le Loir et al., 2005). No entanto,
nem mesmo as moléculas de rQuimosina A e B tem sido detectadas, por
imunodetec¢do, no meio extracelular, de modo que o experimento realizado para
avaliar o enderecamento da rPré-quimosina B, foi utilizado também para avaliar o
enderecamento da rQuimosina A e rQuimosina B.

Para tanto, realizou-se uma nova extracao protéica das linhagens de L. lactis
NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina A). e L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:quimosina
B). Culturas ndo induzida e induzida, foram submetidas a extracdo protéica das
fracbes celular, citoplasmatica e secretada, estas foram submetidas a
imunodeteccdo com soro anti-Quimosina, no intuito de identificar o compartimento
em que a proteina recombinante esta sendo retida. Na Figura 35 é possivel observar
que a maior concentracdo da proteina recombinante na fracdo celular,
demonstrando assim, que a rQuimosina A e rQuimosina B estdo ficando retidas no

envelope celular, assim como aconteceu com a rPré-quimosina.
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Figura 35 — Imunodeteccdo para avaliagdo do enderecamento da rQuimosina A e rQuimosina B
produzidas pelas linhagens de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1 e L. lactis
NCDO 2118 (pXyIT:SEC:quimosina B) clone 1.A: Colunas 1 e 2, proteinas extraidas da fra¢éo celular
de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente;
colunas 3 e 4, proteinas extraidas da fracdo citoplasmética de L. lactis NCDO2118
(pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 5 e 6, proteinas
extraidas da fracdo secretada de L. lactis NCD0O2118 (pXyIT:SEC:quimosina A) clone 1, ndo induzido
e induzido, respectivamente; e coluna 7, controle: proteina Quimosina bovina purificada (Sigma). B:
Colunas 1 e 2, proteinas extraidas da fragéo celular de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina B)
clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente; colunas 3 e 4, proteinas extraidas da fracao
citoplasmatica de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:quimosina B) clone 1, ndo induzido e induzido,
respectivamente; colunas 5 e 6, proteinas extraidas da fracdo secretada de L. lactis NCD0O2118
(pXyIT:SEC:quimosina B) clone 1, ndo induzido e induzido, respectivamente; e coluna 7, controle:
proteina Quimosina bovina purificada (Sigma). A marcacdo em vermelho destaca o fragmento
protéico referente a rQuimosina bovina A e rQuimosina B. Trinta microlitros de cada amostra e oito
microlitros do controle foram depositados nas canaletas. A membrana foi revelada utilizando-se soro
de camundongo anti-Quimosina bovina (1:100).
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IV.4. Conclusao

Os resultados apresentados na presente secdo permitem chegar as seguintes

conclusoes:

1. As linhagens recombinantes (L. lactis NCDO2118
pXyIT:SEC:quimosina A e L. lactis NCDO2118 pXyIT:SEC:quimosina B) foram

capazes de produzir a Quimosina.

2. As linhagens de L. lactis construidas para a secrecdo da Quimosina A

e B ndo foram capazes de secreta-la, ficando estas retidas no envelope celular.

3. A atividade proteolitica da Quimosina A e Quimosina B produzidas
pelas linhagens recombinantes de L. lactis estdo em fase de avaliagdo, ndo tendo

sido finalizados os experimentos até a data de apresentacéo deste trabalho.
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V.2. Perspectivas

»  Testar diferentes protocolos para promover a conversao da Pré-

guimosina B em Quimosina B.

»  Avaliar a capacidade de coagulacdo das rQuimosinas A e B.

» Comparar a eficiéncia de coagulacdo entre a Quimosina bovina
produzida em L. lactis e as enzimas comerciais, obtidas a partir do estbmago de

bezerros e pela tecnologia do DNA recombinante.

»  Ensaios de preparacdo de mini-queijo utilizando a Quimosina bovina
recombinante produzida por L. lactis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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