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RESUMO

Avancos na engenharia genética resultaram no desenvolvimento de sistemas de expressdo bacterianos,
como os que envolvem a bactéria Escherichia coli, que sdo capazes de produzir proteinas a partir dos genes
clonados. Outro microrganismo amplamente utilizado para expressdo de proteinas recombinantes é a
levedura Pichia pastoris, cuja maior vantagem em relacéo aos sistemas bacterianos é a capacidade de
realizar modifica¢Bes pos traducionais. A producdo de proteinas recombinantes é geralmente realizada
utilizando uma abordagem de tentativa e erro. Porém, as interacfes entre as varidveis sdo perdidas, o que
torna essa abordagem demorada. O objetivo deste trabalho foi levantar dados referentes a expressdo de
proteinas recombinantes em sistema de bactérias e leveduras comparando as condi¢des de maior
produtividade. As condicfes 6timas de expressao para E. coli foram definidas como: indugdo com IPTG
1 mM, temperatura e tempo de expressao de 30 °C e 12 h. J& os pardmetros de expressdo para P. pastoris
foram: crescimento a 38 °C, 250 rpm por 120 h; meios de cultivo YPD e BMGY com suplementos de
antibidticos; inducdo por 120 h cuja concentracdo final de metanol seja 0,5 %.
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ABSTRACT

Advances in genetic engineering have resulted in the development of bacterial expression systems, such as those
involving the bacterium Escherichia coli, which are capable of producing proteins from cloned genes. Another
microorganism widely used for expression of recombinant proteins is the yeast Pichia pastoris, whose greatest
advantage over bacterial systems is the ability to perform post translational modifications. The production of
recombinant proteins is usually performed using a trial-and-error approach. However, interactions between
variables are lost, which makes this approach time-consuming. The objective of this study was to collect data
regarding the expression of recombinant proteins in bacteria and yeast systems comparing the conditions of higher
productivity. The optimal expression conditions for E. coli were defined as: induction with IPTG 1 mM,
temperature and expression time of 30 °C and 12 h. The expression parameters for P. pastoris were: growth at
38°C, 250 rpm per 120 h; YPD and BMGY culture media with antibiotic supplements; 120 h induction with a
final methanol concentration of 0,5 %.
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1 INTRODUCAO

O fornecimento de proteinas que tém potencial uso clinico ou industrial €, muitas vezes, limitado por sua
baixa disponibilidade natural. Porém, com os avan¢os modernos em gendmica, proteémica e
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bioinformética, o numero de proteinas produzidas por meio de técnicas recombinantes estd aumentando
exponencialmente, sendo uma &rea de pesquisa e desenvolvimento em constante crescimento
(PAPANEOPHYTOU et al., 2014).

Avancos na engenharia genética resultaram no desenvolvimento de sistemas de expressdo bacterianos,
como os que envolvem a bactéria Escherichia coli (E. coli), que sdo capazes de produzir proteinas a partir dos
genes clonados. No entanto ha dois desafios na producdo de proteinas heterdlogas nesse sistema, sendo eles a
baixa expressdo e o dobramento incorreto da proteina, expressa em agregados insoltveis chamados corpos de
inclusdo (KANE et al., 1988). Outro microrganismo amplamente utilizado para expressdo de proteinas
recombinantes é a levedura Pichia pastoris (P. pastoris), cuja maior vantagem em relacdo aos sistemas
bacterianos é a capacidade de realizar modificagfes pos traducionais, como N e O-glicosilacdes (YANG et al.,
2018).

A producdo de proteinas recombinantes é geralmente realizada utilizando uma abordagem de tentativa e
erro, com as diferentes varidveis de expressdo sendo testadas independentemente umas das outras. Porém,
dessa forma, as interacGes entre as varidveis sdo perdidas, o que torna essa abordagem demorada. Esse método
tradicional foi sendo progressivamente substituido por abordagens fatoriais em cada etapa do processo, desde
a expressdo génica até a purificacdo (PAPANEOPHYTOU et al., 2014).

Devido a crise sanitaria da COVID-19 ndo puderam ser realizadas atividades laboratoriais. Desta
forma, o objetivo geral deste trabalho foi levantar dados referentes a expressdo de proteinas
recombinantes em sistema de bactérias e leveduras, comparando as condigfes de maior produtividade, e
selecionar uma a ser desenvolvida no decorrer do projeto.

2 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS DA PESQUISA

Para o presente trabalho foi realizado um levantamento bibliografico sobre a expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli e P. pastoris, com enfoque comparativo nas condi¢es de expressdo. Isso foi feito
utilizando os termos de busca “Pichia pastoris recombinant protein expression”, “Escherichia coli
recombinant protein expression” além das palavras “optimization” e “review”, acopladas ou ndo aos termos
supracitados. As plataformas utilizadas foram ScienceDirect, PubMed e SciFinder. Durante a selecdo dos
trabalhos deu-se preferéncia aos que descreveram as condi¢des otimizadas de expressdo detalhadamente, aos
mais recentes, publicados a partir de 2014, e aos que apresentaram similaridades com o projeto. Por fim,
levando em conta o rendimento, massa da proteina e outros fatores, foi selecionada uma metodologia a ser
testada no decorrer do projeto, tanto com P. pastoris quanto com E. coli.

3 EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES EM E. coli

A Escherichia coli é uma das hospedeiras de expressdo mais utilizadas para producdo de proteinas
recombinantes. Em comparagdo com outros sistemas de expressdo, o sistema bacteriano apresenta diversas
vantagens como baixo custo, alta produtividade, genes bem mapeados e conhecidos, meios de cultura simples
e acessiveis, crescimento rapido, facil inducdo com IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) e uma
purificacdo simples. Contudo este sistema também apresenta algumas desvantagens quanto a expresséo
insuficiente e baixa solubilidade da proteina de interesse. Com a pesquisa de fermentacdo recombinante, seria
possivel realizar uma producéo econdémica de uma proteina desejada, obtendo-se maior quantidade de proteina
em determinado volume, em um periodo de tempo menor. Contudo existem fatores que influenciam nos niveis
de expressao de uma proteina recombinanteem E. coli., estes sendo primariamente centrados em torno do gene
a ser expresso, o vetor de expressdo utilizado, o hospedeiro de expressdo e a condic¢do de cultura (HIBIBI et
al. 2015; MIYAMOTO, 2013; LAEMMLI, 1970).

Outrossim, por se tratar de um sistema barato e simples, porém extremamente promissor, a expressao de

proteinas em E. coli esta sob constantes estudos de otimizagdes de suas condi¢des de expressdo. Os fatores
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abordados a seguir serdo o0 meio de cultura, as condi¢des de inducdo, a temperatura e o tempo de cultivo pds-
inducdo e o rendimento apresentado pelo trabalho.

O estudo de Sadeghian-Rizi et al. (2019) se baseou na investigacdo de uma metodologia para aumentar a
solubilidade da proteina recombinante, diminuindo o estresse celular e aumentando a produtividade. J& o
objetivo de Montfort-Gardeazabal et al. (2021) foi expressar um peptideo antimicrobiano utilizando proteinas
de fusdo a fim de obter uma proteina recombinante soltvel que contenha o peptideo desejado. Os trabalhos
apresentaram disparidades em suas condic¢Ges de inducdo, incluindo a concentracdo de IPTG (1 mM no
primeiro e 0,1 mM no segundo). Destarte, em ambos foram utilizados 0 meio LB suplementado com
antibidticos, 25 °C e 16 h como temperatura e tempo de crescimento pds-indugdo. Sadeghian-Rizi et al. (2019)
citam que com os parametros 6timos a expressao total foi aumentada em 5 vezes e Montfort-Gardeazabal et
al. (2021) atingiram um rendimento de 10 mg/L com essas condi¢cBes de expressdo, em compara¢do com
6 mg/L obtidos em diferentes condigdes.

Da mesma forma que o trabalho de Montfort-Gardeazabal et al. (2021), Wu et al. (2021) utilizaram
IPTG 0,1 mM como indutor, porém com a diferenca do COCI, 0,5 mM. A temperatura de expressao desse
trabalho foi proxima as dos supracitados, tendo sido definida em 24 °C, porém seu tempo de expressado foi de
12 h.

Socol et al. (2019) prop6s a otimizagdo dos parametros de temperatura, concentragdo do indutor e tempo
de incubacéo para expressdo da leptina. Suas condig¢des de indugdo foram IPTG 0,01 mM a 37 °C e 180 rpm,
e seus parametros de expressdo foram temperatura e tempo po6s-indugdo de 37 °C e 5 h, respectivamente,
assemelhando-se ao trabalho de Marivate et al. (2021), cuja temperatura pos-inducdo foi a mesma citada
anteriormente e o tempo de 2 h que, apesar de diferir do primeiro, foi diminuto da mesma maneira. Os trabalhos
distinguiram-se também nos meios de cultura, Socol et al. tendo utilizado o meio LB suplementado com
antibidticos e glucose 1 % e Marivate et al. 0 meio YT com antibidticos. Ambos, porém, afirmaram que os
parametros se referiram aos maiores rendimentos de seus respectivos trabalhos.

Com o objetivo de expressar a proteina surfactante B dos pulmdes de ratos de forma recombinante,
utilizando uma proteina de fusdo durante a expressao, Cao et al. (2021) induziram as células de E. coli com
IPTG 1 mM, da mesma forma que Gao et al. (2020) e Maddi et al (2021), cujos objetivos foram expressar uma
proteina da subfamilia LEA-3 originaria da planta de chd Camellia sinensis (L.) O. Kuntze; e otimizacédo de
dez diferentes proteinas de fusdo SAS-6 N-terminal, respectivamente. Os trés trabalhos utilizaram a mesma
temperatura de 30 °C pos-inducdo, diferindo apenas nos tempos de expressdo que foram de 12, 10 e 4 h. Cao
et al. concluiram que as condicdes de expressdo permitiram alcancar a expressao sollvel da proteina desejada,
da mesma forma que Maddi et al. Gao et al. citaram que a expressdo heter6loga da proteina aumentou a
tolerancia da E. coli ao estresse pelo frio.

Diferentemente dos trabalhos anteriorires, Dong et al. (2021) com o objetivo de expressar a proteina
humana hATG?7 e Larsen et al. (2008) que expressaram a lipase B da Candida em sistema bacteriano a fim de
estudar sua glicosilagdo, utilizaram temperaturas mais baixas de expressdo (20 e 16 °C, respectivamente),
durante 0 mesmo tempo de 24 °C. Em ambos os trabalhos foi utilizado IPTG 0,1 mM para inducdo da
expressdo. Destarte, os dois afirmam terem atingido altos rendimentos durante as expressoes.

Apos analisar diversas metodologias de expressdo de proteinas recombinantes utilizando a bactéria E. coli,
foi possivel descrever os pardmetros 6timos de expressdo: meio de cultivo LB, indugdo com IPTG 1 mM,
temperatura de 30 °C e tempo de expresséo de 12 h.

4 EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES EM P. pastoris

A maior vantagem em utilizar o sistema de Pichia pastoris, em comparacdo com sistemas bacterianos, é
que a levedura apresenta o potencial para realizar vérias das modificagcbes pds-traducionais tipicamente
associadas a eucariotos superiores. Dentre estas, podem realizar o processamento desequéncias de sinal,
dobramento, formacdo de pontes dissulfeto, certos tipos de adi¢do de lipidios e N e O-glicosilagdes. Para a
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expressao de qualquer gene exdgeno utilizando a P. pastoris, é necessario seguir trés etapas basicas.A primeira
é a insercdo do gene em um vetor de expressdo, seguida da introdugdo do vetor de expressao no genoma
levedura, a uUltima etapa é o exame de cepas de expressdo potenciais para o produto do geneexdgeno
(CEREGHINO et al., 2000). Outrossim, foi feito o levantamento bibliografico comparativo das condicGes de
inducéo e expressdo de diferentes proteinas em Pichia pastoris.

Allonso et al. (2019) utilizaram o gene DENV do virus da dengue com c6dons otimizados para o sistema
de expressdo em levedura. Para tal as células foram crescidas durante a noite a 30 °C e foram induzidas por
72 h com 0,7 % de metanol a cada 24 h. O trabalho de Duan et al. (2019), cujo objetivo foi a investigacdo dos
efeitos de novos peptideos sinais, foi conduzido de forma semelhante, diferindo apenas na concentracdo de
metanol — 1 %. Em ambos os trabalhos foram utilizados os meios YPD e BMGY suplementados com
antibidticos, além de apresentarem resultados semelhantes, com boa expressdo das proteinas desejadas.

O trabalho de Li et al. (2020) teve como foco a otimizacéo da expressdo da proteina E2 do virus da peste
suina. As células foram mantidas a 28 °C e 250 rpm durante a indugdo, da mesma forma que no trabalho de Li
et al. (2014), cujo objetivo foi a expressdo da proteina de fusdo M-1L-2. Os trabalhos diferiram na quantidade
de metanol para indugéo celular, tendo o primeiro feito a inducdo com 150 pL a cada 24 h e o segundo
adicionado metanol de forma a concentracéo final deste ser 0,5 % a cada 24 h. Os tempos de inducéo foram
96 e 120 h, respectivamente. Ao fim dos trabalhos Li et al. (2020) citaram que obtiveram uma alta concentragéo
da proteina desejada, porém Li et al. (2014) afirmaram que a concentragdo de proteinas secretoras totais
atingida foi de 1125 mg/L.

Com o objetivo de clonar e expressar o gene (BbCSN-1) da quitosanase de Bauveria bassiana em
P. pastoris, Liu et al. (2020) utilizaram a mesma temperatura de inducéo que Li et al. (2014) e Li et al. (2020),
assemelhando-se até mesmo nas condicOes de inducdo, onde adicionaram 0,5 % de metanol a cada 24 h. Seu
tempo de inducdo, porém foi de 6 dias. Ao fim de seu trabalho a proteina alvo havia sido expressada.

Zhao et al. (2018), utilizaram a temperatura de 30 °C para inducéo e adicionou 0,5 % de metanol a cada
12 h, diferindo de L e Vasu et al. (2019) que, apesar de ter utilizado a mesma temperatura e concentracdo de
metanol, fez a adi¢éo a cada 24 h. O tempo de inducéo do primeiro autor foi de 120 h, enquanto do segundo
foi de 96 h. Apesar das discrepancias, ambos os trabalhos afirmam que as proteinas foram expressas com
sucesso.

Diferentemente dos trabalhos citados anteriormente, Lee et al. (2017) adicionaram, durante a inducéo,
0,4 % de glicerol, juntamente com 0,5 % de metanol, durante 48 h a 30 °C. Ele afirma que o método de
autoinducdo é capaz de expressar proteinas de membrana em niveis comparédveis ao metodo tradicional de
troca de meio. Semelhantemente a Lee et al. (2017), Akishev et al. (2021) também adicionaram uma substancia
além de metanol durante a inducdo, no caso dele a glucose que chega na concentracao final de 0,8 %. Hopson
et al. (2018) citam que induziu as células a 25 °C por 24 h, mas ndo detalha a concentra¢do de metanol utilizada.
Porém, ao fim de seu trabalho, sua proteina foi expressa com sucesso.

Apos a analise bibliografica os pardmetros 6timos de expressao para P. pastoris foram definidos como:
38 °C, 250 rpm e 120 h para condigdes de crescimento; os meios YPD e BMGY com suplementos de
antibioticos, pois foram os mais utilizados na maioria das pesquisas; a inducdo utilizando 100 % de metanol
(para concentracéo final ser de 0,5 %) a cada 24 h, com tempo total de inducdo de 120 h.

5 CONCLUSAO

Os parametros 6timos definidos anteriormente serdo utilizados de forma a avaliar e otimizar a expressdo
do fragmento de um anticorpo monoclonal recombinante, que é o foco principal do trabalho. Cada pesquisa
trabalhou e expressou proteinas diferentes, com caracteristicas, massa molecular e rendimentos distintos.
Portanto, estes pardmetros foram escolhidos levando em consideragdo o alto rendimento apresentado e
semelhancas entre o peso molecular da proteina que seré utilizada no projeto.
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