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Resumo

O &cido hialurénico (AH) é um biopolimero composto de repeticdes alternadas dos
monossacarideos Acido Glucurdnico e N-Acetil glucosamina, sendo presente em todos
os vertebrados. O AH possui uma vasta gama de aplicacdes, porém, suas qualidades
como agente rejuvenescedor da derme o tornam um produto muito utilizado na industria
farmacéutica e médica. Atualmente o AH é produzido naturalmente por bactérias que
sdo patogénicas aos animais, o que dificulta o escalonamento desta tecnologia de
producao e eleva os custos de purificagdo. Como uma alternativa a estas bactérias,
leveduras e outras bactérias foram geneticamente modificadas para sintese de AH
produzindo valores de 0.1 até 74 g/L. Uma cepa da levedura Kluyveromyces lactis,
denominada cepa BAP, foi construida visando produzir AH através da insercdo dos
genes hasA (codificante da enzima Hialuronan Sintase) e hasB (codificante da enzima
UDP-Glicose Desidrogenase). Porém, apés cultivo em biorreator foi alcancada uma
producéo final de 1,89 g/L, um valor ainda considerado baixo quando comparado a
outras cepas de bactérias geneticamente modificadas que alcancam valores de até 74
g/L de AH. De forma a otimizar a sintese de AH na cepa BAP e torna-la mais competitiva
com outras cepas para a industria, foram realizadas uma série de estudos na cepa BAP
de forma a identificar possiveis etapas limitantes para a sintese de AH. Inicialmente,
foram medidos por RT-gPCR e RNA-Seq os niveis de 20 transcritos na cepa BAP, todos
envolvidos com enzimas consideradas potenciais competidoras da sintese de AH. A
partir destes dados foi sugerido que a sintese de trealose seria 0 maior competidor da
sintese de AH na célula. Uma nova cepa derivada da cepa BAP contendo uma disrupcéo
do gene tpsl e incapaz de sintetizar trealose foi gerada, porém, ndo houve melhora na
sintese de AH. A partir dos resultados obtidos dos niveis de transcritos do gene hasA
na cepa BAP também foi criada uma segunda estratégia para desacoplamento da
sintese de AH com a sintese de biomassa em K. lactis através da utilizagdo de um
circuito genético guiado por uma enzima Serina Integrase 13. Porém, esta estratégia
também ndo apresentou efeitos no melhoramento da sintese de AH devido a uma
ativacdo inesperada da transcricdo do gene da Integrase ocasionada pelo promotor
LACA4. Por fim, foi realizada uma Analise de Fluxo Metabdlico (AFM) na cepa BAP onde
foi observado que a principal limitacdo da sintese de AH esta em um fluxo insuficiente
préximo de 0 da via do precursor UDP-GIcNAc, sendo necesséarias estratégias
envolvendo um aumento do fluxo desta via. Embora a sintese de AH pela cepa BAP nao
tenha sido melhorada, este estudo foi um dos primeiros a realizar uma AFM em células
de K. lactis e o primeiro a realizar uma AFM em uma cepa produtora de AH visando

avaliar como a sintese do AH ¢ afetada pelas vias sintese dos seus 2 precursores.
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Abstract

Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer composed of alternating repetitions of the
monosaccharides Glucuronic Acid and N-Acetyl glucosamine, present in all vertebrates.
HA has a wide range of applications, however, its uses as a dermis rejuvenating agent
make it a product widely used in the pharmaceutical and medical industry. Currently, HA
is naturally produced by bacteria that are pathogenic to animals, which makes it difficult
to scale up this production technology and raises purification costs. As an alternative to
these bacteria, yeasts and other bacteria were genetically modified for HA synthesis,
producing values from 0.1 to 74 g/L. A strain of the yeast Kluyveromyces lactis, called
the BAP strain, was constructed with the aim of producing HA through the insertion of
the genes hasA (codifying the Hyaluronan Synthase enzyme) and hasB (codifying the
UDP-Glucose Dehydrogenase enzyme). However, after cultivation in a bioreactor, a final
production of 1.89 g/L was reached, a value still considered low when compared to other
strains of genetically modified bacteria that reach values of up to 74 g/L of HA. In order
to optimize the synthesis of HA in the BAP strain and make it more competitive with other
strains for the industry, a series of studies were carried out in the BAP strain in order to
identify possible limiting steps for the synthesis of HA. Initially, the levels of 20 transcripts
in the BAP strain were measured by RT-gPCR and RNA-Seq, all involved with enzymes
considered potential competitors of HA synthesis. From these data it was suggested that
trehalose synthesis would be the major competitor of HA synthesis in the cell. A new
strain derived from the BAP strain containing a disruption of the tps1 gene and incapable
of synthesizing trehalose was generated, however, there was no improvement in HA
synthesis. Based on the results obtained from the transcript levels of the hasA gene in
the BAP strain, a second strategy was also created for uncoupling the HA synthesis with
the biomass synthesis in K. lactis through the use of a genetic circuit guided by an
enzyme Serine Integrase 13. However, this strategy also did not show effects in
improving HA synthesis due to an unexpected activation of the Integrase gene
transcription caused by the LAC4 promoter. Finally, a Metabolic Flux Analysis (MFA)
was performed in the BAP strain where it was observed that the main limitation of HA
synthesis is in an insufficient flux close to 0 of the precursor UDP-GICNAc pathway,
requiring strategies involving an increase in flow of this pathway. Although HA synthesis
by the BAP strain has not been improved, this study was one of the first to perform a
MFA in K. lactis cells and the first to perform a MFA in an HA-producing strain to assess

how HA synthesis is affected by the synthesis pathways of its 2 precursors.

Keywords: Hyaluronic Acid; Kluyveromyces lactis; Bioprocess; Metabolic Flux Analysis;

C* Fermentation.
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1. Introducéo

1.1 Estrutura Quimica do Acido Hialurdnico
O Acido Hialurénico (AH) é um polimero pertencente a classe dos Glicosaminoglicanos
composto de repeti¢bes alternadas do Acido Glicurdnico (GIcUA) (CsH1007) e N-Acetil
Glicosamina (GIcNAc) (CgH1sNOg). O GIcUA é unido em GIcNAc através de ligagbes
B(1-3) e GIcNAc é unido em GIcUA através de ligacBes B(1-4) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica do Acido Glicurénico (GIcUA), N-Acetil Glicosamina (GlcNAc) e do Acido Hialurénico .

Cada dimero de AH contém aproximadamente 400 Daltons (Da) de massa e 1 nm
(Figura 1). Dependendo da enzima e célula em que é sintetizado a massa molecular é
variada (Agarwal et al. 2019). Certas cadeias de AH podem atingir até 10* repeticGes
de cada dissacarideo resultando em cadeias com massa de 4 Mega Daltons (MDa) e
comprimento de 10 pm. Ainda hoje, diferentes classificagdes de tamanho de cadeia do
AH sdo fornecidas em diversos estudos cientificos e ndo ha consenso na literatura sobre
a classificacdo do AH em relacdo a sua massa. Porém, em classificacoes baseadas na
capacidade de absorcdo do AH pela pele humana (Ghazi et al. 2012), cadeias de AH
contendo entre 0,4 e 1 MDa sao classificadas como baixa massa molecular, cadeias
contendo entre 1 e 1,8 MDa séo classificadas como cadeias de média massa molecular

e cadeias contendo valores acima de 1,8 MDa sao classificadas como de alta massa
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molecular. Cada tipo de cadeia de AH possui aplicacdes distintas que serdo detalhadas

no topico a seguir.

1.2 Aplicagdes do Acido Hialurénico e Mercado
O Acido Hialurdnico esta presente naturalmente na pele de todos os vertebrados e
encontrado na pele de humanos em diferentes concentracdes dependendo da idade. A
molécula de AH é altamente higroscopica: 1 grama de AH é capaz de se ligar a até 6
litros de &gua (T. C and J. R. E 1992). Esta alta capacidade de ligagdo a 4gua tornam o
AH uma molécula associada com fungdes celulares de prote¢éo contra choques célula-
célula, lubrificagcdo e preenchimento de espacos intracelulares. Na indUstria de
cosméticos, inimeros produtos atualmente utilizam o AH em suas formulacées como

um agente estético.

O AH é o principal composto relacionado com a hidratagéo da pele em humanos devido
as suas capacidades intrinsecas de reter 4gua e funcionar como um hidrogel
(Papakonstantinou, Roth and Karakiulakis 2012). Cerca de 50% de todo o AH presente
em mamiferos estd na pele (Reed, Lilja and Laurent 1988). Embora dependa do estilo
de vida e genética de cada pessoa, estudos ja mostraram que o AH sofre uma
progressiva reducdo na sua quantidade devido a presenca no organismo de enzimas
responsaveis por degradar o AH, conhecidas como Hialuronidases (HAses) (Longas,
Russell and He 1987). A perda do AH pela pele em conjunto com a perda de outros
constituintes, como o colageno por exemplo, podem resultar no surgimento de algumas
deformidades na pele, como o aparecimento de marcas de expresséo. Devido a isto e
de forma a minimizar as perdas do AH na pele, inUmeros cosméticos utilizam este
polimero em sua formulacéo, que vdo desde cremes hidratantes, locdes, colirios até

batons.

Normalmente, solu¢cdes de AH com massa molecular mais alta que 1 MDa permanecem
na superficie da pele e ndo sdo capazes de penetrar na camada mais externa da
epiderme, o estrato corneo. Por outro lado, solu¢cbes contendo baixo massa molecular
(até 300 kDa) sao capazes de penetrar no estrato cérneo (Essendoubi et al. 2016). As
propriedades do AH como potenciador da umidade na pele humana esta cada vez mais

em foco na pesquisa cientifica.
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Figura 2. Capacidade de penetragdo do Acido Hialurénico na pele humana de acordo com a sua massa molecular.

No campo da reumatologia, o AH é utilizado durante cirurgias como um
suplemento para pacientes com artrite reumatoéide (Balazs and Denlinger 1993) pois o
AH funciona como um lubrificante protetor dos 0ssos nas articulagbes humanas. Depois
da pele, um dos locais com as maiores concentra¢des de AH no corpo humano € dentro
do globo ocular. Na oftalmologia, o AH é muito utilizado na formulacdo de colirios e
como o principal agente em cirurgias do humor vitreo (Denlinger, EI-Mofty and Balazs
1980). Mais recentemente, o AH também vem sendo usada como um sistema de
entrega de drogas e outras substancias. Em estudos prévios, o acoplamento de
microesferas de AH em moléculas recombinantes de insulina humana foi responsavel
por prolongar o tempo de reten¢do da substancia no organismo e diminuir o seu tempo
de meia vida (Huang and Huang 2018). O AH é também utilizado na otorrinolaringologia
auxiliando na espessura e viscosidade das cordas vocais (Chan, Gray and Titze 2001)
e € um polimero promissor na reducdo de impulsos e sensibilidades de nervos
associados a dor, funcionando como um agente analgésico em grandes concentracdes
(Necas et al. 2008).

O AH é atualmente avaliado por diferentes precos dependendo da fonte de onde é
extraido. As 3 principais fontes de extracdo de AH sdo: (1) extracao de tecidos animais,
como crista de galo e corddo umbilical; (2) producdo por cepas bacterianas do género
Streptococcus (Shiedlin et al. 2004) e (3) sintese biologica utilizando Organismos

Geneticamente Modificados (OGMs).

Ampolas para aplicacdo na pele por injecdo subcutanea contendo 1 mL de AH a uma
concentracao de 24 mg/mL sdo comercializadas em média por R$ 90 (China Ce Beauty
Filler). O AH liofilizado contendo algo grau de pureza (>99%) é comercializado por

diferentes precos dependendo de onde foi extraido. O AH obtido a partir de extracéo de
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fontes animais é mais caro. O AH extraido de crista de galo € comercializado a precos
gue variam dependendo do grau de pureza da molécula. Suplementos alimentares
contendo AH de baixa massa molecular (5 kDa) extraido da crista de galo sédo vendidos
por um valor em média de 53 $ por g de AH (Amazon.com: 120 mg Hyaluronic Acid
Rooster Comb Extract, Made from Injuv Rooster Comb Extract). O AH obtido por
producdo em bactérias € o mais barato. Em média, 1 g de AH produzido por
Streptococcus equi contendo entre 1,5 e 1,8 MDa é comercializado em média a R$ 500.
Segundo projecdes da companhia “Grand View Research”, o mercado global de AH foi
avaliado em 9,1 bilhdes de ddélares em 2019 e é projetado para ter uma taxa anual
composta de crescimento de 8,1%, além de atingir um valor de 14,48 bilhées de ddlares
em 2027.

No Brasil ndo existe nenhuma tecnologia de producédo de Acido Hialurénico em
andamento utilizando um OGM, e dentre os estudos brasileiros envolvendo a producao
por bactérias do género Streptococcus, nenhum produto ainda esta em processo de
comercializacdo ou escalonamento. Dentre as patentes existentes no Brasil
relacionadas com a sintese de AH por microrganismos predominam os estudos
utilizando a bactéria Streptococcus zooepidemicus e invengfes relacionadas com o
processo de produgdo por este microrganismo. A Tabela 1 mostra as principais patentes
criadas e depositadas no Brasil relacionadas com a sintese de AH. Tudo isto indica a

necessidade da geracdo de mais tecnologias brasileiras para a sintese do AH.

Tabela 1 . Principais patentes brasileiras relacionadas com a sintese de Acido Hialurénico.

Titulo da Patente Plataforma usada Numero do Pedido/
para a producéo de Ano do depdsito
AH
Processo biotecnoldgico | S. zooepidemicus

BR 10 2016 017870 3
2016

utiizando melaco de cana-de-
acucar para producdo de acido

hialurénico microbiano

Processo para produgdo e | S.zooepidemicus

purificacdo de acido hialurdnico BR 102017027243 5

: . . . 2017
por via microbiana, acido
hialurénico e uso do mesmo
Cepa de Streptococcus | Streptococcus
dysgalactiae id9103 bem como | dysgalactiae BR 11 2014 007081 4
métodos de ajustar um peso
2012
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molecular de acido hialurénico e
de producéo de &cido hialurénico

Levedura recombinante da | Hansenula

L BR 10 2016 020193 4
espécie Hansenula polymorpha | polymorpha

para a producdo de grandes

2016
cadeias de acido hialurdnico
Levedura recombinante da | Kluyveromyces lactis
espécie  Kluyveromyces lactis BR 10 2016 020186 1
para a producdo de grandes 2016

cadeias de acido hialurénico

1.3 Formas de obtencéo do Acido Hialurénico

1.3.1 Extracéo de tecidos animais
As primeiras formas de obtengcdo de AH para comercializacdo foram feitas a partir da
extracdo de tecidos animais. Dentre estes, 3 tipos de tecidos se destacam por serem
mais acessiveis e conter grandes quantidades de AH: cristas de galos, corddo umbilical

de humanos e globo ocular de animais bovinos.

Em cristas de galos, estudos mostram que existem cerca de 14,9 ug de
glicosaminoglicanos a cada 1 mg de tecido extraido da crista (Rosa et al. 2008). Destes
glicosaminoglicanos, 90% sao de cadeias de AH, ou seja, em média é possivel ser
extraido 13,4 mg de AH por g de crista de galo, ou um rendimento de 1.3% (Severo et
al. 2012). Embora seja considerado um rejeito pela indGstria, a extracdo do Acido
Hialurénico pela crista de galo é associada com um processo caro, nao rentavel e dificil
(Liu et al. 2011), pois junto com o AH obtido durante a extracdo, diversas toxinas sao

carreadas, sendo necessario um processo de purificacédo laborioso.

A partir da utilizagcdo de corddao umbilical para a extracdo de AH, é possivel obter
rendimentos perto de 3.3% e 4.4% utilizando, respectivamente, corddo umbilical de
porcos e humanos (FOLLETT 1948). Ja através da utilizacdo do globo ocular de
bovinos, é possivel obter rendimentos de até 55% de AH por tecido extraido (Schmut
1981). No entanto, atualmente as grandes companhias de fabricacdo de cosméticos,
gue sdo as principais interessadas na comercializacdo do AH, evitam a utilizacdo de
produtos de origem animal em suas formula¢gBes, o que impulsionou a busca pela

utilizacao de microrganismos para a sintese do AH.
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1.3.2 Microrganismos Produtores Naturais
Naturalmente, o AH é sintetizado por bactérias do género Streptococcus do grupo A
(Streptococcus pyogenes), grupo C (Streptococcus equisimilis e S. zooepidemicus)
(DeAngelis, Papaconstantinou and Weigel 1993a; Tlapak-Simmons et al. 1998; Saranraj
et al. 2011; Chen et al. 2012; Shah, Badle and Ramachandran 2013; Lu et al. 2016), na
levedura Cryptococcus neoformans (Jong et al. 2007; M. et al. 2014), em vertebrados
(Itano and Kimata 2002a), em alguns virus (Graves et al. 1999) e em algas (Badour
1999). Desde a elucidagdo da sintese do AH nas cepas bacterianas de Streptococcus,
alguns estudos vém utilizando estas cepas para a producdo industrial. Alguns destes

resultados estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Produgdo de Acido Hialurénico por cepas de Streptococcus sp.

Microrganismo | Producéo de Massa Modo de Referéncia
AH (g/l) molecular cultura
(MDa)
S. 6.7 0.4 Batelada | (Lu etal. 2016)
zooepidemicus (aovL)
Cepa SZ042
S,equisimilis 0.174 -2 Frasco (20 (Chen et al.
cepa NC2168 mL) 2012)
S,pyogenes 0.00011 -2 Frasco (10 | (Saranraj et al.
Cepa 442 mL) 2011)

a: O estudo ndo apresentou resultados de massa molecular

Dentre os microrganismos produtores naturais de AH, S. zooepidemicus é o0 mais
estudado. Embora o processo de sintese de AH em algas e virus seja patenteado
(patente EP2914716 (A1) de 09/09/2015), o processo de sintese usando estas
plataformas resultou em produgdes de AH de < 0.1 g/L. Como observado ainda na Tabela
2, cepas de S. equisimilis e S. pyogenes apresentam uma producao de AH muito menor
do que a obtida por cepas de S. zooepidemicus. No entanto, S. zooepidemicus é uma
bactéria patogénica, causando severas infecgcbes mais frequentemente em animais
domésticos e em menor frequéncia no trato gastrointestinal em humanos (Timoney
2004; Pelkonen et al. 2013). De forma semelhante ao que também ocorre na levedura
patogénica C. neoformans (M. et al. 2014), células de S. zooepidemicus criam ao redor
da parede celular uma capsula de AH (Xu et al. 2016), o que auxilia estas células a se
defenderem e se camuflarem do sistema imune de mamiferos, ja que nestes ultimos o

AH é um constituinte natural também utilizado em forma de cépsula.
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Por todos estes motivos, fermentacdes através da utilizacdo dos produtores naturais de
AH vem sendo evitadas devido a baixa producédo obtida (Tabela 2) ou devido aos altos
custos relacionados com a biosseguranca para operagéo do bioreator. Em razéo disto,
principalmente a partir do inicio da década de 2000, diversos estudos foram originados
utiizando os genes das bactérias Streptococcus para o desenvolvimento de

microrganismos geneticamente modificados produtores de AH.

1.3.3 Microrganismos Geneticamente Modificados (OGMs)

Dentre os microrganismos modificados geneticamente para a sintese de AH, destacam-
se a utilizacdo de bactérias, dentre elas Escherichia coli, Lactococcus lactis,
Agrobacterium sp, Streptomyces albulus, Corynebacterium glutamicum e Bacillus
subtilis. Até hoje, apenas 4 leveduras foram geneticamente modificadas para a sintese
de AH, Kluyveromyces lactis utilizada neste estudo, Pichia pastoris (Jeong, Shim and
Kim 2014a), Ogataea (Hansenula) polymorpha (Manfrdo-Netto et al. 2021) e
Saccharomyces cerevisiae (patente JP2007174957 (A) de 12/07/2007). Todos estes
microrganismos com o0s valores de AH produzidos e massa molecular estdo
sumarizados na Tabela 3 e em sua maioria previamente revisados (de Oliveira et al.
2016).

Tabela 3. Microrganismos modificados geneticamente para a sintese de Acido Hialurénico. Para comparagdo, foram
escolhidos para esta tabela cepas contendo as mesmas modificagdes genéticas (insercdo dos genes hasA e hasB).

Microrganismos Nomeda | AH MASSA | Concentragao | Referéncia
cepa (g/l) | molecular inicial de
(MDa) substrato
Enterococcus --a 0,69 --a --a (DeAngelis,
faecalis 0,08 Papaconsta
E. coli ntinou and
Weigel
1993a)
B. subtilis RB184 0,81 1,2 --b (Widner et
al. 2005)
L. lactis LL-NAB 0,65 -2 10 g/L (Chien and
Lee 2007a)
B. subtilis RB-AB 0,84 -2 10 g/L (Chien and
Lee 2007b)
Agrobacterium sp ATCC317 0,3 0,7-2 42 g/L (Mao and
49 Chen 2007)
E. coli sseAB 0,2 1,9 16 g/L (Yu and
SpAB 0,01 Stephanopo
ulos 2008)
E. coli JM109/pH | 0,55 15 45 g/L (Mao, Shin
K and Chen
2009)
L. lactis NFHAO1 0,59 0,88 20 g/L (Sheng et
al. 2009)
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L. lactis SJR2 0,11 2,8 15g/L (Prasad,
Jayaraman
and
Ramachand
ran 2010)
L. lactis VRJ2AB 0,14 4,30 10 g/L (Hmar et al.
2014)
P. pastoris EJ 0,2 0,25 40 g/L (Jeong,
Shim and
Kim 2014a)
Streptomyces pJHA3 51 2 °60 g/L (Yoshimura
albulus et al. 2015)
B. subtilis pP43-D 2,05 1,76 50 g/L (Jin et al.
2016)
C. glutamicum pXMJ19- --a -2 40 g/L (Cheng et
PdapB 0,14 -2 al. 2016)
C. glutamicum AB 5,4 1,28 40 g/L (Cheng et
al. 2017)
B. subtilis AWO008 0,48 1,95 20 g/L (Westbrook
et al. 2018)
K. lactis BAP 1,89 2,09 40 g/L (V. Gomes
et al. 2019)
C. glutamicum 13032 28,7 0,21 -d (Cheng, Yu
and
Stephanopo
ulos 2019)
L. lactis SJR6 1,1 --a 20 (Badri,
Raman and
Jayaraman
2019)
C. glutamicum CgspH-7 74,1 0,053 --d (Wang et al.
2020)
Ogataea EMB103 0,19 -2 20 (Manfrao-
(hansenula) Netto et al.
polymorpha 2021)

a. Informacao nao disponivel
Concentracao inicial de substrato durante crescimento ndo citada.

b.
c. Concentracao de glicose mantida a 5% através de uma bomba de alimentacao.
d.

Concentracao de glicose mantida a 10% através de uma bomba de
alimentacéo.

Como observado na Tabela 3, C. glutamicum e B. subtilis sdo as melhores cepas

bacterianas produtoras de AH (Wang et al. 2020). O valor de producao alcancado pela

cepa CgspH-7 de 74,1 g/L é o mais alto registrado na literatura de OGMs até hoje (Wang

et al. 2020). Dentre estas cepas, B; subtilis (Widner et al. 2005) é atualmente utilizada

para a sintese de AH inserido na formulagdo de um produto oftalmolégico (Hyasis ® -

Novozymes Biopharma).
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1.4 Via de sintese do Acido Hialurénico
Usualmente, ambos os precursores do AH séo representados como UDP-GIcUA e UDP-
GIcNAc, ja que precisam estar unidos em moléculas de UDP para serem incorporados
em cadeias de AH. Ambos os precursores sdo sintetizados a partir de desvios diretos
da Glicélise (Figura 3). UDP-GIcNAc ¢é sintetizado a partir de 4 reacgdes vindas da

Frutose-6-P, enquanto UDP-GIcUA é sintetizado a partir de 3 reacBes oriundas da

Glicose-6-P. Estes 2 precursores sdo unidos para a formacédo de cadeias de AH através
da acéo da enzima “Hialurénico Acido Sintase”, também chamada de HASA (DeAngelis,
Papaconstantinou and Weigel 1993b). Embora ndo tenham como produto direto o Acido
Hialurénico, algumas outras enzimas presentes nos mapas metabdlicos do AH também

recebem a nomenclatura “HAS”, como visto na Figura 3. As enzimas HASB, HASC,

HASD e HASE, correspondem, respectivamente, as enzimas UDP-Glicose

Desidrogenase, UDP-Glicose Pirofosforilase, UDP-GIcNAc Pirofosforilase e

Fosfoglucoisomerase. Juntas, estas quatro enzimas catalisam cinco reacoes diferentes

porque HASD é bifuncional catalisando 2 reag¢fes distintas, ndo mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Mapa metabdlico da sintese de Acido Hialurénico na cepa BAP de K. lactis.. Em cinza a via da glicélise. Em
verde a via de sintese do Acido Hialurénico. Em vermelho metabdlitos relacionados com a competicéo da sintese de
AH. Em azul Ciclo de Krebs com a ramificacdo responsdvel pela regeneracéo glutamina/glutamato.
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Definida durante a década de 90, a nomenclatura das enzimas HAS A-B-C-D-E foi
utilizada em razéo de estudos da existéncia de operons dedicados a sintese de AH em
bactérias do género Streptococci. Embora a via de sintese do AH seja bem conservada
em bactérias sintetizantes de AH, existem diferencas nos nimeros de genes presentes
nestes operons AH dependendo da bactéria estudada. Em Streptococcus uberis, 0
operon AH contém os genes hasA e hasB (Ward et al. 2001). Em S. pyogenis, além dos
2 genes mencionados, o operon também contém o gene hasC (Dougherty and Van De
Rijn 1994). Em S. equisimilis, 0 operon contém o quarto gene hasD. S. zooepidemicus
subs. equi € 0 microrganismo que possui 0 operon AH descrito contendo 0 maior nUmero

de genes devido a presenca do quinto gene hask (Blank, Hugenholtz and Nielsen 2008).

A via de sintese de ambos os 2 precursores do AH é geralmente bem conservada em
diferentes microrganismos, porém, existem algumas pequenas diferencas. Em
vertebrados e leveduras Glicosamina-6-P é convertido em GIcNAc-6-P (Figura 3),
enquanto em bactérias é convertido em Glicosamina-1-P. Leveduras sao capazes de
sintetizar naturalmente o precursor UDP-GIcNAc, pois utilizam este metabdlito para a
sintese de parede celular como precursor da sintese de quitina (Figura 3), porém nédo
sintetizam o segundo precursor UDP-GICUA. Bactérias ndo sintetizantes de AH, como
E. coli e B. subtilis, sdo capazes de sintetizar ambos UDP-GIcNAc e UDP-GICUA, mas
ndo possuem a enzima HASA responsavel pela sintese de AH. E por este motivo que
para a geracdo de cepas geneticamente modificadas produtoras de AH, é necessério
serem inseridos em leveduras pelo menos os genes hasB e hasA e em bactérias apenas
hasA.

Em termos metabdlicos, a sintese de AH é considerada um processo energeticamente
custoso para a célula. A sintese de 1 unidade de AH contendo UDP-GIcNAc e UDP-
GIcUA exige a utilizacdo de 2 ATP, 2 UTP, 1 Acetil-CoA, 2 NAD+ e 1 Glutamina. Além
disto, um dos precursores do AH, a UDP-GIcNAc, é utilizado pela célula na producao de
quitina (Figura 3), enquanto UDP-Glicose ¢é utilizado como precursor da sintese de B-
Glucana e Amilose, todos considerados constituinte da parede celular de leveduras. E
por este motivo que a sintese de AH € um processo associado com a geragdo de

biomassa.

Finalmente, durante o processo de sintese do AH, séo utilizados como cofatores tanto
metabolitos associados com um metabolismo catabélico (UTP, Acetil-CoA e ATP), como
com um metabolismo anabdlico (NAD* gerando NADH) e que precisa ser regulado ao

mesmo tempo pela célula (Figura 3).
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1.5 Acido Hialurdnico Sintases (HASA)
As “Acido Hialurénico Sintases” ou “HASASs” sdo as enzimas responsaveis pela sintese
de Acido Hialurénico. Sdo enzimas classificadas no grupo das B-Glicosiltransferases
(GST), pois catalisam a adicdo de grupos glicosii em grupos aceptores.

Simplificadamente, a reacdo catalisada pela HASA pode ser ilustrada como:
UDP-GIcUA + UDP-GIcNAc + (AH)n = (AH)n+1 + 2 UDP
onde n+1 representa a quantidade de dissacarideos presentes na cadeia de AH.

Todas as enzimas HASA séo acopladas nas membranas dos microrganismos formando
um poro catalitico pelo qual cadeias de AH séo sintetizadas. O lado da enzima em
contato com o citoplasma da célula fica em contato com os 2 precursores do AH (UDP-
GIcUA e UDP-GIcNAc). Enquanto é formada, a cadeia de AH permanece ligada a
enzima até ser expulsada para o meio extracelular (Figura 4) por mecanismos ainda néo
elucidados (Kumari and Weigel 2005). Em vertebrados, o AH é sintetizado na membrana

plasmatica e em bactérias streptococci é sintetizado na membrana protoplasmatica.

¢

Espaco Extracelular

Bicamada Lipidica -

Citoplasma

A
A

D Gle-UA
() uop

Figura 4. Representagdo da enzima Acido Hialurénico Sintase e sua atividade durante a sintese de Acido Hialurénico.
1 indica o sitio de ligagdo do substrato UDP-GIcUA; 2 indica o sitio de ligagdo do substrato UDP-GIcNAc; 3 indica o sitio
da atividade transferase de GIcNAc em uma extremidade aceptora contendo GIcUA; 4 indica o sitio da atividade
transferase de GIcUA em uma extremidade aceptora contendo GIcNAc; 5 indica o sitio utilizado para rompimento da
ligagdio do UDP com os 2 precursores e 6 indica o sitio responsdvel pela translocagéo da cadeia de AH sintetizada pelo
poro da enzima e consequente secregdo para fora da célula.

Todas as enzimas HASA descritas necessitam de ions metalicos como cofatores para
a atividade funcional. Por exemplo, estudos com as HASA da bactéria Pasteurella
multocida (pmHAS) mostraram que a enzima foi completamente incapaz de incorporar

os 2 precursores marcados [**C]GIcUA e [*H]GIcNAc em cadeias de AH durante
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experimentos na auséncia de ions metéalicos e contendo EDTA (DeAngelis 1996).
Embora o ion Mg?* seja o mais descrito na literatura como principal cofator, enzimas
como a pmHAS também funcionam adequadamente em meios contendo os ions Mn?",

Co?" e Ni?*, embora em niveis menores quando comprados com Mg?*(DeAngelis 1996).

Dentre todos os seres vivos capazes de sintetizar AH naturalmente, bactérias do género
Streptococcus sado as mais escolhidas para caracterizacdo das enzimas HASA. Estudos
ja caracterizaram as HAS bacterianas de S. pyogenes (Tlapak-Simmons et al. 1999), S.
equisimilis (Tlapak-Simmons et al. 1999) e S. uberis (Ward et al. 2001). Também ha
relatos de caracterizacdo das 3 isoformas de HASA presentes em humanos (Itano and
Kimata 2002a), em ratos (Mus musculus) (Itano and Kimata 1996) e em alguns outros
vertebrados como no anfibio Xenopus laevis (Millegger and Lepperdinger 2002; Vigetti
et al. 2006).

Geralmente, as HASA possuem cadeias peptidicas contendo entre 400 e 600
aminodcidos, bem como um numero de dominios transmembrénicos entre 5 (em
bactérias) e 7 (em vertebrados), como sumarizado na Tabela 4.

Tabela 4. Diferencgas entre as Acido Hialurénico Sintases de bactérias e mamiferos em termos de tamanho e
dominios transmembranicos.

Aminoéacidos Dominios Genbank ID
transmembranicos

S. pyogenes 419 5 AB741627.1
S. equisimilis 417 5 AF414053.1
S. uberis 417 5 AJ242946.2
Homo sapiens 578 7 NM_001523.4
(isoforma 1)
Homo sapiens 552 7 NM_005328.3
(isoforma 2)
Homo sapiens 553 7 NM_005329.3
(isoforma 3)
Xenopus laevis 588 7 NM_001086227.1
(isoforma 1)
Pasteurella 972 1 AF036004
multocida
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Mus musculus 583 7 NM_008215.2

(isoforma 1)

Andlises de similaridade mostram que a porcentagem de identidade entre as sequéncias
peptidicas das diferentes HASA de algumas bactérias e vertebrados varia dependendo
do grupo em estudo, como mostrado na Tabela 5. As HASA de S. zooepidemicus
(spHAS), S. equisimilis (seHAS) e S. uberis (SUHAS) possuem valores de identidade
entre si que variam entre 71 e 76% de identidade. Quando comparadas as HASA dos
vertebrados como as de Homo sapiens (hsHAS) e Xenopus laevis (XIHAS), as HASA de
streptococci possuem baixa identidade com valores variando entre 26 e 30% de
identidade. J& quando as HASA de vertebrados sdo comparadas entre si ndo ha uma

alta identidade como vista entre HASA de bactérias, com valores proximos de 55%.

Tabela 5. Niveis de similaridade entre as Acido Hialurénico Sintases de algumas bactérias e mamiferos.

spHA | seHA | suHAS | hsHAS | hsHAS | hsHAS | xIHAS | pmHAS | mmHA
S S (1) (2) (3) S
SpHAS - 72 71,46 | 27,43 | 28,11 | 28,08 | 27,19 | 30,23 27,29
seHAS 72 - 75,42 | 27,70 26,85 | 28,34 | 24,89 | 30,91 27,63
SUHAS 71,46 | 75,42 - 29,93 | 26,11 | 26,26 | 28,89 | 32,11 31,23
hsHAS (1) | 27,43 | 27,70 | 29,93 -- 53,61 | 55,76 | 57,64 | 46,67 95,14
hsHAS (2) | 28,11 | 26,85 | 26,11 | 53,61 - 70,51 | 55,62 | 25,71 53,61
hsHAS (3) | 28,08 | 28,34 | 26,26 | 55,76 | 70,51 - 55,43 | 26,32 55,56
xIHAS 27,19 | 24,89 | 28,89 | 57,64 | 55,62 | 55,43 -- 36 57,96
pmHAS 30,23 | 30,91 | 32,11 | 46,67 | 25,71 | 26,32 36 -- 27,66
mmHAS | 27,29 | 27,63 | 31,23 | 95,14 | 53,61 | 55,56 | 57,96 | 27.66 --

sp — S. zooepidemicus; se — S. equisimilis; su — S. uberis; hs — H. sapiens; xl — X. laevis; pm — P.
multocida; mm — M. musculus.

Também a partir Tabela 4, verifica-se que a bactéria P. multocida contém uma HASA
(pmHASA) com um padrdao de identidade (~31%) e tamanho de proteina (972
aminodcidos) bem distinto quando comparada as outras bactérias streptococci. Estas
observacdes em conjunto com estudos de topologia (Figura 5) € mecanismos de sintese
de AH levaram pmHAS a ser classificada em um grupo distinto de HAS (DeAngelis
1996). pmHAS é classificada como HAS de classe Il, enquanto todas as outras HAS

existentes de bactérias, levedura, virus, algas e vertebrados séo classificadas como
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HAS de classe I. As principais diferencas entre estas 2 classes de enzimas serdo mais

detalhadas nos tépicos a seguir.

HAS CT ASSE 1 HAS CLASSE 11
Vertebrados . Bactérias Pasteurella
Streptococcus multocida

E spago Extracelular

Citoplasma

Figura 5. Predigcdo do numero de dominios transmembrdnicos das enzimas HAS de classe | presentes em vertebrados
e bactérias e classe Il presente em P. multocida.

1.5.1 Acido Hialurdnico Sintases (HASA) de Classe |
Exceto no caso de P. multocida, todas as HASA descritas até hoje se encaixam no grupo
das enzimas de Classe |. Isto inclui as HASA presentes em bactérias, vertebrados,

mamiferos, algumas algas e na levedura Cryptococcus neoformans (M. et al. 2014).

Como ja mencionado, enzimas HASA sao classificadas dentro das Glicosiltransferases.
Nas GSTs que sintetizam polimeros, geralmente a reagdo de adicdo dos monémeros
nas cadeias poliméricas é catalisada através da extremidade ndo redutora, como € o
caso por exemplo da enzima Glicogénio Sintase. As HAS de Classe |, ao contrario das
de Classe I, incorporam os substratos em cadeias de AH através da extremidade
redutora (Figura 6), sendo, portanto, os substratos aceptores e ndo os doadores da

reagao.
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Figura 6. Mecanismos de incorporagdo dos substratos do AH em cadeias utilizado pelas enzimas HASA de Classe I.

Em mamiferos como em humanos e ratos, as HASA estdo presentes em 3 distintas
isoformas HASAL, HASA2 e HASAS codificadas pelos genes hasAl, hasA2 e hasA3
(Itano and Kimata 2002b). Diferentes de mamiferos, as HASA de streptococci
apresentam-se como isoforma Unica codificada pelo gene hasA. Todas as 3 principais
HAS bacterianas conhecidas possuem um tamanho peptidico quase idéntico entre 417
e 419 amino4cidos (Tabela 4). Além disto, sUHAS, seHAS e spHAS possuem em suas
sequéncias a presenca de 4 residuos de cisteina, todos em posi¢des bem conservadas.
SpHAS possui outros 2 residuos ndo conservados, totalizando 6 (Létoffé et al. 1999).
Inicialmente, estas andlises sugeriram que estes residuos poderiam ter uma relagéo

direta com a localizacdo dos principais sitios ativos das enzimas HAS de streptococci.

Testes com seHAS mostraram que esta enzima é inibida em meios contendo N-
etilmaleimida (NEM), um composto comumente usado para alterar residuos de Cisteina
em proteinas. Através do calculo da atividade da enzima seHAS, foi mostrado que apds
60 minutos, a atividade enzimatica caiu pela metade (de 100% para ~50%) apds

incubacdo com 5 mM de NEM (Tlapak-Simmons et al. 1998).

Recentemente, estudos detalhados de todos os aminoacidos da enzima HASA de S.
zooepidemicus (seHAS) foram realizados de forma a entender como a enzima é
organizada na membrana da célula bacteriana e como realiza a sintese de AH (Agarwal
et al. 2019). O estudo identificou que seHAS (417 amino&cidos) contém 9 Elementos
Sub-Estruturais (ESS), que sao regides em uma proteina que possuem alguma

importancia estrutural ou funcional para a enzima.
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Todas as HASA de streptococci contém um dominio citoplasmatico e 6 dominios de
membrana, sendo 4 destes integrais de membrana e 2 anfipaticos (Heldermon,
DeAngelis and Weigel 2001).

1.5.2 Acido Hialurénico Sintases (HASA) de Classe Il
HASA de P. multocida é a Unica enzima caracterizada dentro das HASA de Classe II.
Estudos de predicdo de topologia em computador (TmMPRED) sugerem que, diferente
da classe I, pmHAS possui apenas 1 ou 2 dominios transmembranicos, enquanto que
outros algoritmos (SOSUI) classificam pmHAS como enzima localizada no citoplasma
(Jing and De Angelis 2000).

Mesmo com todas as diferencas, andlises da sequéncia peptidica da pmHAS mostram
gue esta enzima possui 2 motivos semelhantes com motivos presentes nas HAS de
classe I. Estes motivos foram denominados Al (residuos 161-267) e A2 (residuos 443-
547) (Jing and De Angelis 2000). Estudos com a realizacdo de mutacBes na pmHAS
sugerem que Al é responsavel pela atividade de GIcNAc-Transferase e A2 é
responsavel pela atividade de GlcUA-transferase. Em comparacdo com a proteina
nativa, uma mutagdo no dominio Al (D196K) mantém a atividade GIcUA-Transferase
em 100% mas reduz a atividade GIcNAc-Transferase para 3%. Ja uma mutacdo no
dominio A2 (D477K) reduz a atividade GIcUA-Transferase para 2% e reduz apenas

levemente a atividade GIcNAc-Transferase para 70% (Jing and De Angelis 2000).

Estudos mais aprofundados com formas truncadas da enzima pmHAS também sugerem
a localizagao do dominio transmembranico da enzima. A forma nativa da pmHAS possui
972 aminoacidos (Tabela 4). A forma truncada da enzima sem 216 aminoacidos no C-
terminal continua sendo capaz de se acoplar a membrana da bactéria. No entanto,
guando o tamanho é reduzido de 216 para 269, a pmHAS se torna uma enzima
citoplasmatica sugerindo que a regido entre os aminoacidos 703 e 756 esta relacionada
com o dominio transmembranico (Figura 7). Embora testes com versdes truncadas da
pmHAS ndo tenham sido realizados dentro dos dominios Al e A2, as atividades de
GIcUA-Transferase e GIcNAc-Transferase também sao afetadas quando pmHAS é
afetada apds o residuo 650 (Jing and De Angelis 2000) sugerindo que estas regides

devem interagir com os dominios Al e A2.
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Localizagdo Atividade Atividade

HASA de Pasteurella multocida celular GlcNAc Transferase  GlcUA Transferase
1 972
N-Terminal C-terminal Membrana v/ v/
1 756
Membrana ( w
1 703
Citoplasma ( v(
1 650
Citoplasma v/ x
1 567
Corpo de Incluso x x
(Insoldivel)
152 756
Corpo de Inclusdo x x

(Insolavel)

Figura 7. Localizagdo celular e atividades dos dominios transferases da enzima HASA de P. multocida a partir da
utilizagdo de diferentes versées truncadas da enzima.

Outro aspecto bem estudado em relacdo as enzimas HAS é na forma como os 2
precursores do AH interagem e s&o unidos a partir do contato com a enzima. O Acido
Glicurbnico (CsH1007; 194,139 g/mol) e a N-Acetil-Glicosamina (CsHisNOs; 221,21
g/mol) possuem cada um seu proprio sitio de ligagdo na enzima HAS. Porém, a forma
como cada um dos precursores € disponibilizada para a enzima parece afetar a sintese
do AH. Este fenbmeno é refor¢cado através da realizacdo de experimentos da atividade
da enzima HAS com os 2 substratos. Testes usando membranas isoladas contendo a
HAS de S. pyogenes (spHAS) (Tlapak-Simmons et al. 1999) mostraram que a atividade
da enzima HAS varia em fungdo da proporg¢do dos 2 precursores disponiveis para a
enzima de acordo como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Atividade da enzima HAS de S. pyogenes em fungdo da proporgéo dos 2 precursores. Dados retirados de
(Tlapak-Simmons et al. 1999).

Concentracédo de Concentracédo de Proporcéo Atividade da HAS
UDP-GIcNAc [mM] UDP-GIcUA [mM] (nmol/ug de
proteina de
membrana/h)
0,1 1 10/1 1
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0,5 1 2/1 2
1 1 1/1 2,25

Ainda, em ensaios adicionais com membranas contendo spHAS, o Ky para UDP-GIcUA
€ de 17 uM quando 0,1 mM de UDP-GIcNAc é disponibilizado. Este mesmo valor de Ky
sobe para 40 uM quando 1,5 mM de UDP-GIcNAc é colocado (Tlapak-Simmons et al.
1999).

Resultados semelhantes sdo também observados em estudos com HAS de classe Il.
Ensaios utilizando os 2 precursores do AH marcados ([**C]GIcA e [*H]GIcNAc)
mostraram que 0 Vuax da enzima pmHAS também depende da concentracdo dos 2
precursores, como mostrado na Tabela 7:

Tabela 7. Viyax da enzima HAS de P. multocida em relagdo a concentragdo dos 2 precursores. Ensaios realizado com

20 ug de enzima HAS. A mdxima incorporagdo dos substratos na cadeia de AH definida como 780 dpm
(desintegragdes por minuto)/h foi normalizada como 100% Vuax. Dados retirados de (DeAngelis 1996).

Concentracdo de | concentracdo de Proporcao % Vmax

UDP-GIcNAc [uM] | UDP-GICcUA [uM]
800 800 1/1 92
200 800 1/4 66
100 800 1/8 64
1000 700 1,4/1 96
1000 250 4/1 84
1000 125 8/1 80

Outro importante aspecto estudado nas HAS é a interacdo destas enzimas com
determinados constituintes celulares presentes na membrana dos microrganismos.
Alguns estudos sugerem que enzimas HAS precisam interagir com moléculas de
Cardiolipina presentes na membrana para ter uma correta atividade (Tlapak-Simmons
et al. 1998). De acordo com o tamanho da cadeia peptidica, spHAS (419 aminoacidos)
e seHAS (417 aminoacidos) possuem uma massa calculada de 47,774 kDa e 47,778
kDa, respectivamente (DeAngelis, Papaconstantinou and Weigel 1993a). No entanto,
estudos com membranas contendo as HAS de ambas as bactérias mostraram que
ambas spHAS e seHAS possuem uma massa de ~65 kDa, que é ~17 kDa maior que o
valor teodrico. Inicialmente, era sugerido que as enzimas HAS de streptococci podiam
ser dimeros, homodimeros ou passar por alguma modificacdo poés-traducional, no

entanto, estas teorias foram rejeitadas(DeAngelis, Papaconstantinou and Weigel 1993a)
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e hoje é elucidado que esta massa adicional de ~17 kDa é de determinados compostos

celulares que auxiliam na atividade de HAS como a Cardiolipina.

1.6 Fisiologia de Kluyveromyces lactis
No intuito de gerar uma nova cepa geneticamente modificada produtora de AH, a
levedura K. lactis foi escolhida neste estudo como plataforma de producéo. K. lactis é
uma levedura que foi originalmente encontrada e isolada em produtos derivados do leite
(queijos e iogurtes). E um microrganismo mais conhecido e usado comumente para a
producdo da enzima lactase (B-galactosidase), usada na industria para a geracdo de
produtos livres de lactose (Bonekamp and Oosterom 1994). Estudos de revisdo
mostraram que K. lactis ja foi utilizada na producéo de mais de 50 proteinas heterdlogas

pela indastria (Spohner et al. 2016).

Dentre todas as caracteristicas de K. lactis, a mais relatada na literatura € a sua
capacidade de assimilar lactose/galactose como fonte de carbono, bem como a
regulacdo deste através do promotor pLAC4 (Rodicio and Heinisch 2013). Durante
crescimento em frasco em meio definido, K. lactis cepa JA6 consome toda a glicose do
meio (2%) em 44 horas. Quando o acgucar disponibilizado é lactose (2%), todo o
consumo ocorre em 20 horas (dos Santos 2013). K. lactis é mais adaptada ao consumo
de lactose devido a presenca no seu genoma de um sistema genético responsavel por
regular o metabolismo deste agucar. Dentre estes genes, 0s principais envolvidos sdo
lac4, lac9, lacl0, lac12, gall, gal7 e gal10 (Naumov 2005).

Todos estes produtos génicos estdo ilustrados na Figura 8. Uma vez disponibilizado
para células de K. lactis, a lactose é internalizada através da permease LAC12 e
metabolizada em glicose pela -Galactosidase (LAC4). Glicose abastece diretamente a
via glicolitica, enquanto galactose é convertida em galactose-1-fosfato pela via de Leloir
gerando ao final glicose-6-fosfato também usado na glicélise. O gene gal4 é o principal
gene envolvido na inducdo dos outros genes relacionados com metabolizacdo de
galactose, enquanto gal80 é o principal gene envolvido na inibicdo. Os genes gal4 e
gal80 estéo relacionados com atividades que resultam em efeitos antagbnicos. Estudos
iniciais mostraram que a inducéo realizada pelo fator de transcricdo GAL4 é cessada
em meios contendo uma auséncia de galactose ou na presenca de glicose (Zachariae,

Kuger and Breunig 1993), em um mecanismo melhor explicado a seguir.
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Figura 8. Mecanismos associados com a metaboliza¢do de lactose e sua reqgulagdo em células de K. lactis na auséncia
e presenga de lactose. Caixas cinzas indicam a via da glicdlise, caixas vermelhas indicam a via de Leloir. Setas verdes
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indicam eventos associados com indugdo e setas vermelhas indicam eventos associados com repressdo. Circulos
marrons simbolizam enzimas.

Uma vez dentro da célula, galactose é capaz de interagir alostericamente com a enzima
Galactoquinase (GAL1), codificada pelo gene gall. Esta interacdo permite que GAL1
assuma uma conformacao capaz de interagir com o repressor de transcrigdo GAL80 no
nacleo da célula. Porém, GAL80 também & capaz de interagir com o indutor GAL4,
formando no processo um dimero proteico responsavel pela repressdo dos genes
lac4/lac12. O sequestro do repressor GAL80 pela interacdo com GAL1 diminui a
concentracdo dos niveis do proprio GAL80 no nucleo, impedindo a formagéo do dimero
GAL80/GAL4 e consequentemente evitando a repressédo dos genes (Figura 8).

Um estudo prévio mostrou os efeitos observados durante a represséo e inducéo dos
genes lac e gal através dos agentes indutores em K. lactis (dos Santos 2013). Em
células de K. lactis cepa JA6 foi adicionado glicose (100 mM) apds um crescimento
destas em meio contendo lactose com carbono marcado (glicose-1-1*C). Apés a adi¢édo
de glicose, houve uma diminuicdo da velocidade do fluxo Lactoseexraceilar =
Lactoseinraceiar de 110 pmoles/h/g para 85 umoles/h/g, enquanto em uma cepa sem
adicdo de glicose ndo houve variagdo consideravel de velocidade durante o mesmo
tempo de estudo (de 105 pmoles/h/g para 107 pmoles/h/g). De modo a relacionar este
resultado com o nivel de expressdo do gene lac12, o mesmo estudo realizou analise em
microscopio das células contendo a enzima permease LAC12 com um marcador
fluorescente GFP. ApGs crescimento em lactose 2% foi adicionado glicose (100 mM) ao
meio. Antes da adigcdo de glicose observava-se uma fluorescéncia principalmente
localizada na membrana das células; apés 5 minutos da adicdo observou-se uma
absorbéancia espalhada no espaco intracelular; ap6s 15 minutos da adi¢éo observou-se
uma localizacdo quase inteiramente vacuolar, indicando que a adi¢cdo de glicose néo
apenas esta relacionada com a supressdo do gene lacl2, mas também com a
reorganizacdo espacial das enzimas permease ja presentes na célula. Neste mesmo
estudo, a atividade da enzima [-galactosidase LAC4 foi medida em células
separadamente crescidas em glicose 2%, lactose 2% e glicose 1% + lactose 2%. Em
glicose houve uma atividade de 16,85 umoles/h/mg, em lactose houve uma atividade de
449,98 umoles/h/mg e em Glicose + lactose houve uma atividade de 74,88 pmoles/h/mg,
indicando o efeito inibidor da glicose na atividade desta enzima. Porém, € necessario
salientar que a glicose nao é um inibidor total da expressao dos genes que resultam na
atividade das enzimas LAC4 e LAC12, havendo ainda assim niveis de expressao basais
(3,7%).
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Também muito relatada na literatura esta a capacidade que K. lactis possui em
sobreviver durante condicbes nas quais a glicélise e/lou a respiracdo celular séo
suprimidas. A grande maioria das cepas de K. lactis conhecidas, contendo um fenétipo
chamado RAG?, continuam conseguindo fermentar glicose mesmo em meios contendo
antimicina. Este ultimo é um antibiético produzido pelo fungo Streptomyces griseus e
atua inibindo a enzima redutase do UQ-citocromo C, consequentemente impedindo a
ocorréncia de fluxo de elétrons entre os citocromos b e ¢ e inibindo a respiracao celular
(Rodicio and Heinisch 2013).

Outro importante aspecto observado em K. lactis € o impacto do fluxo metabdlico da Via
das Pentoses Fosfato (VPF) no metabolismo central desta levedura. Glicose-6-fosfato
desidrogenase (codificada pelo gene zwf) é a primeira enzima da parte oxidativa da
VPF, responsavel por realizar o primeiro desvio da glicélise para a VPF (Figura 3). Cepas
de K. lactis zwfA conseguem crescer em meio contendo 1% de glicose, porém
apresentaram uma fase lag mais prolongada e um rendimento de biomassa 20% menor
do que o obtido em uma cepa selvagem. Ainda, cepas selvagens conseguiram consumir
toda a glicose em 24 h, enquanto K. lactis zwfA precisou de 40 h para o mesmo
resultado. Em relacéo a producéo de etanol, cepas selvagens produziram 2 g/L ao final
de 24 h, enquanto a cepa zwfA produziu 0.025 g/L ao final de 33 h. Estes resultados
sugerem que em K. lactis a presenca do gene zwf € necesséria para crescimento e sua
falta afeta o crescimento normal da célula. Finalmente, em cepas zwfA o crescimento é
totalmente inibido apds a adigdo de antimicina, o que ndo ocorre em cepas selvagens,
confirmando que em K. lactis a VPF € principalmente utilizada para a metabolizag&o da

glicose

K. lactis foi escolhida como plataforma para a sintese de AH por possuir caracteristicas
genéticas e de fisiologia energética favoraveis para a sintese de AH, bem como status
GRAS (doinglés Generally Recognized as Safe) apropriado para a utilizagcdo na criagao
de produtos utilizados em humanos. Em termos genéticos, o gene hasA foi inserido em
K. lactis sob controle do promotor LAC4, um promotor constitutivo forte mais conhecido
de K. lactis e ativado com uma for¢a até 100x maior na presenga de galactose/glicose
no meio (Leonardo, Bhairi and Dickson 1987; Ruzzi et al. 1987). Em termos energéticos,
K. lactis é considerada uma levedura com efeito Crabtree-negativo (Rodicio and
Heinisch 2013) e portanto ndo produz etanol durante condicdes aerdbias de
crescimento, diferente de S. cerevisiae, 0 que pode favorecer a sintese de AH pela
levedura, que depende de um alto custo metabdlico para a célula através da utilizagédo
de moléculas que sdo majoritariamente sintetizadas durante um metabolismo aerébio

(UTP, ATP, Glutamina, NAD* e Acetil-CoA). Por fim, leveduras como K. lactis sdo mais
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adaptadas as condicGes de grande pressdo e grandes concentracdes de substrato
(>100 g/L) do que bactérias, o que facilita o escalonamento do bioprocesso para escalas

maiores.

Dessa forma K. lactis foi utilizada como plataforma para a sintese heter6loga de AH (V.
Gomes et al. 2019) (Patente BR 10 2016020186 1). Neste estudo, uma cepa selvagem
(GG799) de Kluyveromyces lactis foi modificada geneticamente através da insercao dos
genes hasB originario de Xenopus laevis (xlhasB) e hasA de P. multocida (pmhasA),
gerando assim uma cepa denominada BAP produtora de AH (V. Gomes et al. 2019). P.
multocida foi selecionada como origem do gene hasA por ser a Unica bactéria contendo
uma HAS com 1 dominio transmembranico e, portanto, teoricamente mais facil de ser
ancorada na membrana da levedura. Xenopus laevis foi selecionado como fonte do
gene hasB pois, dentre os vertebrados, é o Unico organismo contendo um operon dos
genes hasA e hasB capaz de sintetizar cadeias de AH de 20 MDa in vitro, enquanto que
de uma forma geral animais produzem em média cadeias de 3 MDa (Pummill,
Achyuthan and Deangelis 1998; Volpi et al. 2009; Jeong, Shim and Kim 2014a). Na cepa
BAP de K. lactis, os genes hasA e hasB foram inseridos através de recombinagéo
homéloga dentro do promotor LAC4 e utilizando o0 mesmo para guiar a expressao do
gene hasA (Figura 9). Como forma de selegdo, as cepas foram selecionadas por
conterem o gene amdsS responsavel por codificar uma enzima Acetamidase originaria
de Aspergillus niger. Apenas cepas contendo o gene sao capazes de crescer em um

meio de cultura contendo Acetamida como fonte exclusiva de nitrogénio.

Sacll Sacll

3" Puacs hasd amds 5" Puacs

Cassete de expressdo linearizado com Sacll

Sacll ¢ Sacll

o e

Inser¢do Genomica

Cromossomo B de K. lactis

Puacs
Cromossomo B de K. lactis ¢
Puraca Piaca

Cassete de expressio integrado

Figura 9. Integragdo genémica do cassete de expressdo contendo o gene hasA no cromossomo de K. lactis. Integragdo
do cassete de expressdo do gene hasB ndo mostrado.
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Durante o estudo, a cepa BAP produtora de AH foi capaz de sintetizar em frasco até
0,45 g/L de AH e em fermentador em batelada até 1,89 g/L de AH (V. Gomes et al.
2019). Outra importante caracteristica observada durante crescimentos da cepa BAP foi
um rendimento de geracdo de biomassa 20% menor comparado com o rendimento
obtido da cepa selvagem, provavelmente devido ao desvio do fluxo de carbono da
sintese de biomassa para a geracado de AH. Os valores da producdo de AH obtidos
neste estudo, embora competitivos com mais da metade de outras cepas geneticamente
modificadas (Tabela 3), ainda € inferior & producdo de algumas cepas OGMs de
bactérias como B. subtilis e C. glutamicum, sendo necessaria o estudo e aplicacdo de
ferramentas de engenharia genética e/ou metabdlica de forma a otimizar a producéo de

AH nesta cepa.

1.7 Ferramentas utilizadas no melhoramento da producdo de Acido
Hialurdénico

Como previamente revisado (de Oliveira et al. 2016), ap6s o0 estabelecimento de cepas
geneticamente modificadas para a sintese de AH (Tabela 3), diversos estudos vém
realizando o desenvolvimento de estratégias que possam aumentar a producdo de AH
e/ou seu massa molecular. Dentre estas estratégias, pode-se citar a alteracdo do
formato da célula via engenharia de morfologia (Zheng et al. 2020), adicdo de copias
extras dos genes hasB e hasC (Prasad, Jayaraman and Ramachandran 2010),
mudanca de promotores para versées com niveis de expressdo mais fracos ou mais
fortes (Jeong, Shim and Kim 2014b), mudanca de temperatura durante o crescimento
em bioreator (Li et al. 2021) e adicéo de hialuronidases ao meio de cultura (Afsharifar et
al.). Embora algumas estratégias realizem a modificacdo de parametros relacionados
com crescimento da célula e o meio de cultura, outras focam no entendimento de como
0 metabolismo geral da célula estd distribuido em relacdo a via da sintese dos 2
precursores do AH. Células que sejam capazes de direcionar de forma mais eficiente o
fluxo do substrato consumido para a sintese de UDP-GIcUA e UDP-GIcNAc podem obter
melhores resultados da sintese de AH considerando que ndo existe uma limitacdo de

atividade da enzima HASA.

Neste sentido, a utilizacdo de uma Analise de Fluxo Metabdlico (AFM) surge como uma
ferramenta para a quantificagdo das taxas de conversdo de substratos em produtos
dentro da célula. Durante uma AFM, o fluxo dos metabdlitos intracelulares podem ser
medidos por exemplo através da adicdo de um substrato contendo um carbono marcado
(33C), que ao entrar na célula serd consumido e espalhado pela rede metabdlica,
gerando os metabodlitos que podem ser quantificados por equipamentos como

espectrometros de massa (Wolfgang 2001).
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Ainda hoje, estudos na literatura envolvendo AFM em K. lactis s&o muito escassos e
pouco aprofundados. Um dos poucos estudos disponiveis, por exemplo, realizou uma
AFM em um conjunto de 40 leveduras Saccharomycetes, dentre elas K. lactis, com o
objetivo de investigar quanto da producdo de biomassa nestas leveduras € dependente
da glicélise, ciclo de Krebs e via das pentoses fosfato (Blank, Lehmbeck and Sauer
2005). Este mesmo estudo concluiu que K. lactis possui uma maior dependéncia pela
via das pentoses fosfato para a geracdo de biomassa provavelmente devido a
necessidade da reciclagem de NADPH. Considerando a entrada de substrato na célula
como 100%, K. lactis apresentou um rendimento de biomassa de 0,45 g/g de glicose
com o fluxo de aproximadamente 42% direcionado para a via das pentoses fosfato,
(Blank, Lehmbeck and Sauer 2005), enquanto outras leveduras como S. cerevisiae
apresentou um rendimento de biomassa de 0,15 g/g de glicose e com 12% do fluxo

direcionado para a via das pentoses fosfato.

Portanto, apos a realizagdo de uma AFM em um microrganismo, é possivel ser montada
uma visualizacao geral de como os metabdlitos estdo distribuidos dentro de uma cepa
de interesse. Estes dados em conjunto com dados dos niveis de expressao dos genes
relacionados com cada fluxo fornecem um panorama geral da organizacdo dos
metabdlitos na célula e seus respectivos genes relacionados. Neste sentido, a PCR
guantitativa por transcricdo reversa (RT-gPCR) é uma das ferramentas mais utilizadas
para a determinacdo dos niveis de mRNA em diferentes sistemas bioldgicos (Bustin
2002). Embora seja uma técnica que apresente alta precisdo, acuracia e rapidez de
execucdo, diversos problemas podem ser encontrados durante o procedimento
dependendo da qualidade das amostras de mMRNA usadas e correta escolha dos genes
enddgenos de referéncia (Derveaux, Vandesompele and Hellemans 2010). Outras
formas de validacdo e analise de transcritos foram entéo também sendo utilizadas, como
0 RNA-Seq, que hoje é utilizada na analise de diversos organismos (Wang, Gerstein
and Snyder 2009; Haas and Zody 2010).

Finalmente, a partir de todos os resultados obtidos em conjunto através de uma AFM,
RT-gPCR e RNA-Seq, é possivel ndo apenas estimar por fluxos quais vias metabdlicas
podem estar sendo limitantes ou ndo para a sintese de um metabdlito de interesse, mas
também entender como a expressao de cada gene esta relacionada com a atividade de
sua respectiva enzima relacionada. A partir destes dados, podem entdo ser utilizadas
outras ferramentas de engenharia genética e/ou metabdlica para uma apropriada
readequacao destes fluxos dentro da célula. Neste sentido, uma das estratégias que

vem sendo utilizadas atualmente é a construcdo de circuitos genéticos que sdo capazes
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de realizar a ativagao/inativacdo da expressao de genes de interesse pela utilizacdo de

uma familia de enzimas denominadas Serinas Integrases.

As Serinas Integrases sao enzimas encontradas em bacteri6fagos responséaveis por
realizar nas células uma atividade de recombinacdo sitio especifica (RSE). Estas
enzimas sao utilizadas pelos bacteriéfagos como um mecanismo para integrar no
genoma da bactéria hospedeira sequéncias genéticas do préprio bacteriéfago durante
uma invasdo. Basicamente, as Integrases sdo capazes de reconhecer 2 pequenas
sequéncias genéticas idénticas contidas tanto no cédigo genético do proéprio
bacteriéfago (chamada de sequéncia de attP) e no cddigo genético da bactéria
hospedeira (chamada de sequéncia attB), realizando no processo a integracdo do
genoma do fago no genoma da bactéria para o inicio do ciclo de vida do virus. As serinas
integrases possuem este nome por possuirem um dominio catalitico conservado que
usam um residuo de serina nucleofilico para catalisar a clivagem das sequéncias de
DNA em uma localizacdo proxima do inicio do receptor de sinal de sequéncia (Stark
2014). Para melhor compreensao, a Figura 10 mostra uma representacdo da acao da

enzima Integrase.

/3& Genoma de Bacteriéfago
CAGTTG 3
TCAAC
Sitio attP l

Sitio attB Clivagem Integrase
3 GGTCAAC
5’ CCAGTTG
-ga%'- Genoma de Bactéria

Sequéncias Originadas
apos agao da Integrase

CCAGTTG
GGTCAAC

Sitio attR

Sitio attl
CCAGTTG
GGTCAAC

Figura 10. Mecanismo de agdo da enzima Integrase para integragdo do genoma do bacteridfago no genoma de uma
bactéria hospedeira.

Uma importante caracteristica das Serinas Integrases € que a reagdo de

recombinacdo catalisada é irreversivel, ou seja, os sitios attR e attL ndo podem ser
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novamente recombinados para a geracdo dos sitios attP e attB (Figura 10). Por este

motivo, as sequéncias geradas apds a acdo das Integrases sdo estaveis.

Embora a atividade das Integrases tenha sido descrita originalmente relacionando 2
sequéncias de DNA distintas (DNA de um bacteriéfago e DNA de bactéria hospedeiro),
também é possivel serem desenvolvidas estratégias com ambos os sitios attP e attB
dentro de uma mesma sequéncia como um plasmideo. Neste caso, é possivel realizar
a inversao de uma sequéncia de interesse do sentido 5 - 3’ para o sentido 3’ > 5’,
como esquematizado na Figura 11. Através da utilizacdo de estratégias com os sitios
attP e attB nas extremidades de um gene de interesse é possivel inativar ou ativar a

transcricdo deste mudando sua orientacdo em relagédo ao respectivo promotor.

Sequéncia génica de Interesse
CCAGTTG CAACTGG
> > S
GGTCAAC GTTGACC

Integrase

CCAG TTG CAACTGG
B e < <
GGTCAAC TTG GACC

Figura 11. llustragdo da utilizagdo de Integrases para a mudanga do sentido de uma sequéncia genética.

Apoés a descoberta do mecanismo de acdo das enzimas Integrases, diversas técnicas
foram desenvolvidas no campo da Biologia Molecular de modo a usar estas enzimas
como metodologia para inser¢do de sequéncias de DNA em determinados
microroganismos (Fogg et al. 2014). As sequéncias attP e attB encontradas em
bactérias até hoje sdo geralmente curtas (Li et al. 2018), contendo entre 40 e 50 pares
de bases em comprimento. A reacao realizada também é simples, necessitando apenas
da proteina Integrase e uma molécula de DNA sem nenhum requisito topolégico (Groth
and Calos 2004). A utilizacdo das Serinas Integrases ja foi testada e mostrada como
funcional em experimentos in vitro e em células eucariéticas como nas leveduras
Schizosaccharomyces pombe (Thomason, Calendar and Ow 2001) e O. polymorpha
(Manfrao-Netto et al. 2021), sendo também utilizadas no desenvolvimento de técnicas

de engenharia genética (Brown et al. 2011), terapias génicas (Calos 2006), biologia
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sintética (Merrick, Zhao and Rosser 2018) e na criacdo de circuitos génicos on/off em

células vivas (Siuti, Yazbek and Lu 2013).
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2. Objetivos
Objetivo Geral

Identificar as principais etapas limitantes da sintese de AH na cepa BAP de K. lactis

para posterior realizacéo de estratégias de otimizac&o da sintese de Acido Hialurdnico.
Objetivos Especificos

Analisar o nivel de transcri¢cdo, por RT-gPCR e RNA-Seq, de genes responsaveis por
codificar enzimas possivelmente consideradas competidoras ou auxiliadoras da sintese
de AH em K. lactis.

Realizar uma Andlise de Fluxo Metabdlico com carbono marcado (*3C-AFM) na cepa
BAP de K. lactis de modo a identificar possiveis fluxos que sejam considerados

limitantes para a sintese de AH.

A partir dos resultados alcangados nos objetivos supracitados, realizar a disrupcéo de
genes responsaveis por codificarem enzimas presentes em fluxos metabdlicos

considerados competidores da sintese de AH.

Realizar a construcdo de um circuito genético através da utilizacdo de Serinas
Integrases com o0 objetivo de construir um sistema de ativagdo/inativacdo do gene

associado com a sintese do AH (hasAP).
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3. Materiais e

Métodos

3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados e desenvolvidos neste estudo estéo listados na Tabela 8.

Tabela 8. Lista de microrganismos utilizados e criados neste estudo.

Microrganismo | Cepa | Informacdes / genétipo |  Referéncia
Bactérias
E. coli XL10-Gold Tetr A(mcrA)183 A(mcrCB- | Stratagene (San
hsdSMRmrr)173  endAl | Diego, California,
SupE44 thi-1 recAl gyrA96 EUA)
relAl lac Hte [F" proAB
laclgzAM15 Tnl10 (Tetr)
Amy Camr]
Levedura
Kluyveromyces GG799 Cepa selvagem sem NEB - New
lactis modificagbes genéticas England Biolabs
comercializada pela NEB (Ipswich,
(New England Biolabs). Massachusetts,
EUA).
Kluyveromyces BAP Cepa GG799 contendo os | (V. Gomes et al.
lactis genes pmhasA e xlhasB 2019)
Kluyveromyces BAP Atpsl Cepa BAP contendo a Este estudo
lactis disrupcao do gene tpsl
responséavel por codificar a
enzima Trealose-6-Fosfato
Sintase
Kluyveromyces BAP-Int13 Cepa BAP contendo o Este estudo

lactis

gene da Integrase 13,
além dos genes hasA e
hasB invertidos em
relacdo aos seus
respectivos promotores.

3.2 Meios de Cultura

LB

Extrato de levedura

Peptona
NaCl

pH 7,2

0,5% (p/v)

1% (p/v)
1% (p/v)

Em caso de meio LB agar, é adicionado agar 1,5%.
Em caso de meio LB Amp, é adicionado agar 1,5% e 100 pL/mL de Ampicilina.

SOB
Triptona

Extrato de levedura

NacCl
KCI

2% (p/v)

0,5% (p/v)
0,06% (p/v)
0,05% (p/v)
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https://www.google.com.br/search?sxsrf=ALeKk02r_Qw--L74vlW-Ai6B_pLX6yo5cw:1620019426983&q=ipswich+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1hFMwuKyzOTMxRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgCi1LUxYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjBvOXT4qzwAhWlHrkGHTcuAh0QmxMoATAcegQIHBAD
https://www.google.com.br/search?sxsrf=ALeKk02r_Qw--L74vlW-Ai6B_pLX6yo5cw:1620019426983&q=ipswich+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1hFMwuKyzOTMxRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgCi1LUxYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjBvOXT4qzwAhWlHrkGHTcuAh0QmxMoATAcegQIHBAD
https://www.google.com.br/search?sxsrf=ALeKk02r_Qw--L74vlW-Ai6B_pLX6yo5cw:1620019426983&q=ipswich+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1hFMwuKyzOTMxRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgCi1LUxYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjBvOXT4qzwAhWlHrkGHTcuAh0QmxMoATAcegQIHBAD

MgCl, 10 mM
MgSOs4 20 mM

Os sais MgCl, e MgSO. foram diluidos no meio a partir de solugéo estoque 1M
previalmente filtrada com filtro de 0,22 pym.

SOC

Triptona 2% (p/v)
Extrato de Levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,05% (p/v)
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSOa4 10 mM
Glicose 20 mM

Os sais KCI, MgCl, e MgSO4, bem como Glicose foram diluidos no meio a partir
de solugao estoque 1M previamente filtrada com filtro de 0,22 um.

Em caso de meio SOC Amp, é adicionado Agar 1,5% e 100 pL/mL de

Ampicilina.
YPD

Glicose 4% (p/v)
Extrato de levedura 0,75 % (p/v)
Peptona 1% (p/v)
KoHPO, 0,25% (p/v)
MgSO., 0,05% (p/v)
NacCl 0,5% (p/v)
Glutamina 0,04% (p/v)
Glutamato 0,06% (p/v)
Acido Oxalico 0,02% (p/v)

YCB Agar Acetamida
Meio YCB (BD Difco ™)  1,17% (p/v)

Acetamida 5 mM
Tampéo Fosfato de Sodio 30 mM
Agar 2% (pIv)

Esterelizado por filtragcdo em membrana de 0,22 pm.

YNB
Sulfato de Amdnia 10 g/L
Glicose 40 g/L
Biotina 52 ug/L
Pantotenato de Célcio 400 ug/L
Acido Félico 2 pg/L
Inositol 27 mg/L
Acido Nicotinico 5400 pg/L
Acido Aminobenzoico 200 pg/L
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Piridoxina HCI 400 ug/L

Riboflavina 200 pg/L
Tiamina HCI 400 pg/L
Acido Borico 500 pg/L
Sulfato Cuprico 40 ug/L
lodeto de Potassio 100 pg/L
Cloreto de Cobalto 16 mg/L
Sulfato de Ferro 163 mg/L
Cloreto de Ferro 200 pg/L
Sulfato de Manganés 400 pg/L
Molibdato de Sodio 200 pg/L
Sulfato de Zinco 400 pg/L
Cloreto de Magnésio 0,2 g/L
Fosfato de Potassio Monobasico 4 g/L
Sulfato de Magnésio 0,59g/L
Cloreto de Célcio 0,1g/L
Cloreto de Sédio 0,1g/L

Esterelizado por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

3.3 Tampdbes e Solucbes

Acetamida 100X

Acetamida 5,9% (p/v)

Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 um.

K2HPO4 1 M

K2HPO4 17,42% (p/v)

Esterelizado por filtragcdo em membrana de 0,22 pm.

MgCl> 1 M

MgCl, 9,52% (p/v)

Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 um.

MgSOs 1 M

MgSOq 12% (p/v)

Esterelizado por filtragcdo em membrana de 0,22 pm.

CaCl21 M

CacCl, 11 % (p/v)

Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 um.

Glicose 1 M
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Glicose 18% (p/v)
Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

NaH2PO4 0,1 M

NaH;PO, . H20 2,78% (p/v)
Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 um.

Na:HPO4 0,1 M

Na.HPO, . H20 2,84% (p/v)
Esterelizado por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

Acido Acético 0,1 M
Acido Acético Glacial 0,57% (VIv)

Acetato de Sédio 0,1 M
Acetato de Sdédio 1,36% (p/v)

Tampéo Fosfato de Sédio 0,2 M pH 7,0
NaH2PO; 0,1 M 42,30% (V/V)
Na;HPO, 0,1 M 57,70% (V/V)

Tampéao Acetato 0,2 M pH 6,0
Acido Acético 0,1 M 5,2% (VIV)
Acetato de Sédio 0,1 M 94,8 (viv)

No caso de Tampao Acetato + NaCl 0,15M é adicionada a solucédo 0,88 g de
NacCl.

Acetato de Litio 1M
Acetato de Litio 6,6% (p/v)
Solucéo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

EDTA 0,5M pH 8,0
EDTA . 2H.,0 18,61% (p/v)
Ajustar pH da solucao para 8,0 com NaOH.
Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 um.

Tris-HCI 1M pH 8,0
Tris base 12.11 % (p/v)
Ajustar pH da solucéo para 8,0 com HCI.
Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 um.

Tampéao TE 10X

EDTA 0,5 M pH 8,0 2% (vIv)
Tris-HCI 1 M pH 8,0 10% (VIv)
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Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Solucdo de Acetato de Litio
Acetato de Litio 1M 10% (v/v)
Tampéo TE 10X 10% (v/v)

Solucéo esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Solucédo PEG mix

PEG 4000 40% (p/v)
Tampéo TE 10X 10% (v/v)
Acetato de Litio 1M 10% (v/v)

Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Solucéo estoque SDS 100X
SDS 10% (p/v)

Solucédo estoque NaCl 1M (10X)
NacCl 5,8% (p/v)

Brometo de Etidio
EtBr 10 mg/mL

Tampé&o TBE 10X

Tris Base 10,78% (p/v)
EDTA 0,58% (p/v)
Acido Boérico 0,55% (p/v)
pH 8,0

Tampé&o de Amostra

TE 20X 50% (v/v)
Glicerol 30% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v)

Tampéo de Transformacéo bacteriano (TFB)

MES 1M pH 6,3 1% (vIv)
MnCl.4H.0 0,89% (p/v)

CaC,.2H.0 0,14% (p/v)
KCI 0,74% (p/v)
Cloreto de Hexamina Cobalto 0,080% (p/v)

Solucao esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pum.

Marcador molecular para DNA

1 Kb DNA Ladder RTU (Ready-To-Use), 250-10.000 pb (Kasvi)

Tampdo de Ligacdo (Thermo Fisher Scientific®) 10X

Tris-HCL 400 mM
MgCl, 100 mM
DTT 100 mM
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ATP 5mM
pH 7,8

Tampéao de PCR (Phoneutria) 10X

KCI 500mM
Tris-HCI pH 8,4 100 mM
Triton X-100 1% (v/v)

Reagente CTAB para quantificacdo de Acido Hialurénico
CTAB 2,5% (p/v)
NaOH 2% (p/v)

3.4 Antibidticos

Ampicilina 1000X
Ampicilina 100 mg/mL
Dissolvida em agua deionizada ultra-pura e esterilizada por filtracdo em
membrana de 0,22 um

G418
G418 200 mg/mL
Dissolvida em agua deionizada ultra-pura e esterilizada por filtracdo em
membrana de 0,22 pm

3.5 Genes e plasmideos

Os genes estudados neste trabalho estéo listados na Tabela 9.

Tabela 9. Lista dos genes e plasmideos utilizados neste estudo.

Gene Originério de Enzima codificada NlUmero de
acesso
(Genbank)
pmhasA P. multocida Acido Hialurénico Sintase MH728986
xlhasB Xenopus laevis | UDP Glicose MH728990
Desidrogenase
tpsl Kluyveromyces | Trealose-6-fosfato Sintase XM_451921
lactis
Integrasel3 Bacillus Serina Integrase 13 WP_012095429.1
cytotoxicus
Plasmideo Descricéo Referéncia
pUG6 Plasmideo utilizado para obtencao de gene | (Beinhauer et al.
de resisténcia kanMX 1996)
Gendtipo:  loxP-pAgTEF1-kanMX-tAgTEF1-
loxP
pGEM-T-Easy Plasmideo utilizado para replicacdo do | Promega
cassete de disrupcao do gene tpsl. Corporation
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pGEM-tpsl Plasmideo utilizado para replicacdo do | Este estudo
cassete de disrupgéo do gene tpsl. Contém
0 gene de resisténcia kanMX (antibibtico
G418) flanqueado pelas 2 partes do gene
tpsl de K. lactis.

pKlac2 Vetor obtido comercialmente para expressao | New England
de genes em células de Kluyveromyces lactis | Biolabs Inc.
(NEB)
pKLAC-AB-Int13 | Vetor derivado de pKlac2 contendo um | Este estudo
cassete de expressédo do gene Integrasel3 e
um sistema de expressdo dos genes xlhasB
e hasAP invertidos em relacdo aos
respectivos promotores para transformacéo
em K. lactis e utilizacdo de estratégia
envolvendo a Integrase 13.

3.6 Oligonucleotideos Iniciadores
Uma lista dos oligonucletideos iniciadores utilizados neste estudo esta apresentada na
Tabela 10. Para a analise dos niveis de transcritos, 0s oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram desenhados com o auxilio do software online Primer 3 Web. Cada
sequéncia foi desenhada pelo software de modo a conter as seguintes caracteristicas:
entre 18 e 28 nucleotideos de comprimento; até 50% de sequéncia contendo CG;
temperaturas de melting com menos de 1 °C de diferenca; comprimento de amplicon
gerado de no maximo 150 pb e valores de AG para dimeros e hairpins mais positivos
do que -9 kcal/mol. Os Oligonucleotideos foram entao enviados para serem sintetizados
em empresa especializada. O nome das sequéncias indica para qual gene e/ou

transcrito os oligonucleotideos foram utilizados.

Tabela 10. Lista dos Oligonucleotideos Iniciadores utilizados neste estudo.

Oligonucleotideo iniciador

Sequéncia (5' > 3)

Glicogénio sintase forward

AAATCG CCG GTATCC CAT CCC

Glicogénio sintase reverse

ATA GCA ACA CCA GCCAACCATTCG

1,3-B-d-glucana sintase fks1 forward

ACA ACT AAG ATT GGT GCT GGT ATG GG

1,3-B-d-glucana sintase fks1 reverse

TGG ATA TAG AAC ATC GGT GAT AGG CTT GTA
TTT

1,3-B-d-glucana sintase gsc2 forward

TGT TTT GAT GCG AGG TGG ACG AA

1,3-B-d-glucana sintase gsc2 reverse

TCC CAT ACCGGA CCCAATCTTAGTC

1,3-B-d-glucana sintase fks3 forward

ACA ACT AAG ATT GGT GCT GGT ATG GG

1,3-B-d-glucana sintase fks3 reverse

ACC GAT TGG AAT GGG TAT GTC AGT TAT

Trealose sintase tps1 forward

TGG GTT CAT GAT TACTATTTGATG TTG

Trealose sintase tps1 reverse

GGG AACGGC GTATGT AAG

Trealose sintase tps2 forward

TGG GTT CAT GAT TACTATTTG ATG TTG

Trealose sintase tps2 reverse

TAA GAG ACC GTC CAG GAC

Trealose sintase tps3 forward

TGG GTT CAT GATTACTAT TTG ATG TTG
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Trealose sintase tps3 reverse

TCT CTCTGA GGG AAA CAA CG

Quitina sintase 3 forward

TTITTCAAACCCATCG CTACCCT

Quitina sintase 3 reverse

GTG CTT TGC CTG AAG AGT CC

Quitina sintase 2 forward

TCA GAA GAAGATCAATTCTCATCGTTG G

Quitina sintase 2 reverse

GAG AGC GCA CCA GGA AG

Quitina sintase 1 forward

TCA GAA GAAGATCAATTCTCATCGTTG G

Quitina sintase 1 reverse

CCT GGT AGG ACA GAT ATA AAC CCA AAG

Trancetolase forward

TGCTGG TTCTCACTCCGTTCAC

Trancetolase reverse

CCATCG GCT GGT CTCCATACT TG

Transaldolase forward

CGCTGC CAAGCAACAAGCC

Transaldolase reverse

AAC GGC TTG AGC GAA AGA GAACAACA

Glutamato sintetase nad forward

CTG TCG CACTGT CCC GAG AA

Glutamato sintetase nad reverse

AAACTT GGTTTCGCATGT GGATTG G

Glutamato desidrogenase nad forward

TCC TGA CGA GGG TACTGCAG

Glutamato desidrogenase nad reverse

ATT TTG GAA GCCTGC GTG ATCTGC

Glutamato desidrogenase nadp forward

TTGCTTTGC CAT GTG CCACT

Glutamato desidrogenase nadp reverse

CTAGCG GAGTTT TGA GCCATT TCC

Glutamina sintetase forward

AGG GTG ACT GGA ACG GTG CT

Glutamina sintetase reverse

GGT GGA CATGGATGCGGT TT

Frutose-6-p amidotransferase forward

TCCCCATTGTTG ATC GGT GT

Frutose-6-p amidotransferase reverse

CGCAAG GTACTTTCG TCA CC

Actina forward

TCT CCTTGCCTCACG CTATC

Actina reverse

CGG ACG ATT TCT CTT TCA GCG

Udp-glcnac pirofosforilase forward

GGG AGCATTTTCTGA ACC AAT TGA GT

Udp-glcnac pirofosforilase reverse

CGG AAGATCCCAATCTCGTACC

Hialuronan sintase hasa forward

TCCATT CGA GGT GAT TGT CAC AG

Hialuronan sintase hasa reverse

GCA GCACTAGCTTGG AAACC

Udp-glicose desidrogenase hasb forward

GAT GTG AAC CAA GCCAGG ATC

Udp-glicose desidrogenase hasb reverse

CAG CTT CTT GAATTG CACCAT CAAT

Trealose sintase forward

ACT CGT CGA CCCTTG AACGAATGT CCT

Trealose sintase reverse

GGA CTA GTAACT GGG ACGTCATCGCTCA

Kanmx forward

CAT GGATCCTCG ACA ACCCTT AAT ATAAC

Kanmx reverse

CCT GAATTC CTA GTG GAT CTG ATATCA CCT

Cas hasap forward

GGCTTG AGATCCATA GCTTCAAAATG

Cas hasap reverse

TTC GAG CGT CCCAAACCTTT

Hasap forward

TCCATT CGA GGT GAT TGT CAC AG

Hasap reverse

GCA GCACTAGCTTGG AAACC

Cas hasb forward

CCA GTT CCCTGA AAT TAT TCC CCT

Cas hasb reverse

TTG GTT CAG CTG CTG CCT

Hasb forward

ATG TTT CAG ATC AAG AAG ATT TGT TGT ATT
GG

Hasb reverse

TTACACACGTTGCITCITGTG TG
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3.7 Enzimas

Dentre as enzimas utilizadas neste estudo estao:

e T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific)
e Taq DNA Polimerase pht (Phoneutria)
e SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen)

e Liticase de Arthrobacter luteus (10 U/ L)

Além disto, as enzimas de restricdo utilizadas neste estudo estdo listadas na
Tabela 11.

Tabela 11. Enzimas de restrigdo utilizadas neste estudo.

Enzima Sitio Tampéao (Thermo Temperatura
Fisher Scientific®)
EcoRl GJAATTC Fast Digest Green | 37 °C
BamHI G|GATCC Fast Digest Green | 37 °C

3.8 Crescimento das células em frasco
Aliquotas congeladas em solugéo de glicerol 30% em tubos criogénicos a -80 C° das
cepas de K. lactis utilizadas neste estudo foram descongeladas e plagueadas em meio
YPD Agar, aonde foram em seguida incubadas a 30 C° por 72 horas. Depois de
crescidas, colbnias escolhidas aleatoriamente de K. lactis foram inoculadas em um tubo
de fundo cbénico de 50 mL contendo 10 mL de meio YPD e incubadas por 48 horas a 30
°C com agitacdo de 200 RPM. Apés 1 dia, da suspensdo celular foi retirada uma
guantidade de células suficientes para o inicio de um in6culo em erlenmeyer aletado
com ODesqo inicial de 0,1. Os erlenmeyers aletados, contendo 20% da capacidade total
de meio YPD, foram entdo incubados a 30 °C com agitacao de 200 RPM. O crescimento
celular das cepas foi acompanhando através da leitura de ODsoo a cada 2 horas de
crescimento. Para isto, os erlenmeyers foram colocados em ambiente estéril, do qual 1
mL de células foi retirado, colocado em uma cuveta de plastico e feita a leitura a 600 nm

usando um leitor SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices®).

Quando especificado, no caso das cepas contendo o gene codificante da enzima
Integrase, um pulso de Galactose foi adicionado ao frasco para uma concentracao final

de 2% quando as células alcancaram uma ODggo de ~10.

3.9 Purificagdo do acido hialurénico do meio de cultura
Para a purificacdo do Acido Hialurénico, foi utilizado o protocolo de precipitagdo com

etanol como previamente descrito (Yu and Stephanopoulos 2008). Primeiramente, o
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meio de cultura contendo as células produtoras de AH foi primeiramente diluido com 1
volume de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 0,1% e incubado a temperatura ambiente por
10 minutos para o desprendimento das capsulas de acido hialurénico ao redor das
paredes celulares. Apés este tempo o meio foi centrifugado a 5000 x g por 20 minutos
a 4 °C e o sedimento celular foi descartado. O sobrenadante foi repassado a outro tubo
de centrifuga, misturado com 2,5 volumes de etanol gelado e incubado por 1 hora em
camara fria a 4 °C, onde foi observada a formacédo de um complexo viscoso insolavel
nas cepas que foram capazes de sintetizar 4cido hialurénico. Em seguida a solucéo foi
centrifugada a 5000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi novamente lavado com etanol gelado, centrifugado e por fim lavado com
0,5 volume da quantidade original de meio de NaCl 0,1M e incubado a 37 °C overnight
com agitacao de 200 RPM para a dissolucao do acido hialurdénico na solucdo. A solucao
foi entdo armazenada em frezeer a -80 °C e, quando no caso, liofilizadas para posterior
analise. Para a realizagdo do processo de liofilizacdo, a amostra foi retirada do Ultra
Freezer e imediatamente colocadas dentro de um recipiente de vidro retangular de 500
mL de capacidade. O recipiente foi acoplado a um liofilizador LabConco (modelo
720402010) por pelo menos 24 horas, a -50 °C, com vacuo a 1720 mT. O vacuo foi
aplicado a amostra vagarosamente e gradualmente por ~15 minutos até atingir 1720 mT

a fim de evitar o surgimento de espuma na amostra.

3.10 Quantificacdo do Acido Hialurénico

Neste estudo, o Acido Hialurdnico foi quantificado através da utilizagéo de 2 métodos, o
primeiro através da utilizacdo do reagente Brometo de Cetil Trimetil Aménio (CTAB)
(Nicola 1955) e o segundo através da utilizacdo do reagente colorimétrico Carbazol
(Bitter and Muir 1962). O reagente CTAB quantifica solu¢cdes de AH através da formacao
de complexos insollveis entre cadeias de AH e cadeias de CTAB, lidas em relacdo a
sua absorbéancia. O reagente colorimétrico Carbazol é capaz de se ligar a mondmeros
de &cido glicurénico gerando uma cor roxa no processo quando colocadas em contato

com uma amostra hidrolisada do AH.
3.10.1 Método CTAB de quantificacdo do Acido Hialurdnico

A quantidade de 50 pL das solucdes purificadas de AH obtidas de acordo com a secéo
3.9 foi misturada com 50 pL de tampao Acetato de sodio 0,2 M pH 6,0 e colocada em
pocos de placa de Elisa 96 pocos de fundo chato transparente. A placa contendo as
amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos para a sincronizacdo de todas as

amostras e em seguida foi adicionado 100 uL de reagente CTAB. Imediatamente em
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seguida, a absorbancia da placa foi lida em equipamento sob um comprimento de onda
de 400 nm por 10 minutos, no qual os dados de absorbancia lidos aos 10 minutos foram
registrados. Uma curva padréo foi feita pela utilizacao de solu¢des contendo 0, 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg/pL de acido hialurdénico sodico 99%
purificado de Streptococcus equi (SigmaAldrich) diluidos em agua ultra-pura deionizada.
As absorbancias da curva padrao foram lidas como descritas neste paragrafo, com a
diferenca de que foram misturadas com tampao acetato 0,2 M pH 6,0 contendo NacCl
(fon Na* estabilizador das hélices de Acido Hialurénico em meio com alta pureza) & uma

concentracao final de 0,15M.
3.10.2 Método Carbazol de quantificacdo do Acido Hialurdnico

O método colorimétrico de carbazol foi utilizado para a quantificagdo do Acido
Hialurdnico de acordo como previamente descrito (Bitter and Muir 1962) com algumas
modificacBes. Primeiramente, 200 puL de dgua (usada como branco), padrdes de AH ou
amostras a serem analisadas foram adicionadas em tubos de 2 mL de capacidade
previamente gelados em banho de gelo contendo 500 pL de uma solucéo de tetraborato
de sodio 25 mM diluido em &cido sulftrico concentrado. Apds homogeneizagéo, os
tubos foram incubados por 100 -C sob agitacdo em vértex de 10 minutos para hidrolise
das cadeias de AH e liberac&o do &cido glucurénico. Os tubos foram entéo deixados em
temperatura ambiente por 3 minutos e em seguida foi adicionado 20 pL de uma solugéo
carbazol 0.125% diluido em metanol puro. Os tubos foram entao colocados sob uma
segunda incubacgdo de 100 -C sob agitacdao em vértex de 10 minutos e em seguida
submetidos a andlise. 200 pL do volume de cada tubo foi colocado em uma microplaca
elisa de 96 pocos e lidas a 530 nm em um leitor de placas Biotek EON. Todas as leituras

foram feitas em triplicata.
3.11 Extracdo de RNA das células e transcrigdo reversa

Células de K. lactis da cepa BAP foram crescidas em meio YPD até uma ODego de 2 de
acordo com a secao 3.8. O RNA total da cepa foi extraido utilizando reagente TRIzol
(Invitrogen Life Technologies Inc., USA) seguindo as recomendagdes do manual do
fabricante e utilizando 15 mL de suspenséo celular contendo as leveduras. Apés a
extracdo, o RNA foi analisado e quantificado por visualizagdo em gel usando o marcador
1 Kb DNA Ladder RTU (Kasvi) como padréo. A transcrigdo reversa do RNA foi realizada
com a utilizagéo de SuperScript Il Fisrt-Strand Synthesis System (Invitrogen) seguindo
as recomendacdes do fabricante, utilizando 1 ug de RNA total e também utilizando

primer Poli(T) de modo a fazer a transcricdo de todos os mMRNA contendo calda Poli-A.
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O cDNA resultante gerado da reacao foi diluido e utilizado diretamente para a realizacao
da PCR em tempo real (RT-gPCR). Apenas amostras contendo uma relagcdo OD260/280
> 1.8 foram utilizadas para posteriores analises de transcritos. Para analise da
integridade do RNA, foi utilizada metodologia de gel de agarose previamente descrita
(Aranda, Lajoie and Jorcyk 2012).

3.12 PCR em tempo real para quantificacéo de transcritos

O cDNA extraido de acordo com a secao 3.11 foi utilizado como molde em reacéo de
PCR em tempo real, utilizando as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial por 20s a
95 °C; 40 ciclos de 95 °C por 3s e 40 ciclos de 60 °C por 30s. Cada reacédo de 20 uL foi
construida utilizando a Mistura Principal de PCR SYBR® Green (Thermo Fisher
Scientific) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Oligonucleotideos
iniciadores especificos (Tabela 10) foram sintetizados para cada transcrito analisado e
foram normalizados para o nivel de expressdo da actina de K. lactis previamente
descrita como um gene Housekeeping (Salani and Bianchi 2006). Cada RT-gPCR foi
feita realizando-se a diluicdo de cDNA em proporgdes 1:5, 1:10, 1:100 e 1:1000. A
eficiéncia de amplificacdo foi medida de acordo com a equacéo da reta obtida pelas
diluicdes e expressa em porcentagem. Todos os Oligonucleotideos iniciadores usados
apresentaram valores E de amplificacdo entre 87% e 115%. Para a verificacdo da
correta especificidade dos Oligonucleotideos Iniciadores, foram observadas todas as
curvas de melting de cada alvo e observada a presenca de um Unico pico
correspondendo a um Unico amplicon gerado. A partir do uso do método ACt, os niveis
de expresséao de todos os genes foram medidos. Os valores de Ct simbolizam o ciclo de
PCR onde a amplificacdo de cDNA dos genes de interesse come¢ou uma amplificacéo.
O ACt é essencialmente o Ct normalizado por um gene de actina, que é expresso na
levedura em niveis semelhantes em estirpes modificadas e selvagens. Todas as

andlises dos transcritos foram realizadas em triplicata.

Ao total, foram escolhidos 20 genes e 1 controle endbégeno (Actina) para serem
analisados em relacdo ao nivel de seus respectivos transcritos na célula. Todas as
enzimas e reagoes relacionadas com estes 20 genes estudados estéo listadas na Tabela

12:
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Tabela 12. Lista das enzimas relacionadas com os 20 transcritos da cepa BAP de K. lactis analisados neste estudo.

Enzima Substrato Produto
1 Glicogénio Sintase UDP-Glicose + Amilose UDP + Amilose
2 Subunidade FKS1 da UDP-Glicose + 1,3-B-D- | UDP + 1,3-B-D-Glucana
enzima 1,3-3-D- Glucana
Glucana Sintase
3 Subunidade GSC2 da
enzima 1,3-3-D-
Glucana Sintase
4 | Subunidade FKS3 da
enzima 1,3-3-D-
Glucana Sintase
5 | Subunidade TPS1 do UDP-Glicose + Glicose- Trealose + UDP + Pi
complexo Trealose 6-P
Sintase
6 Subunidade TPS2 do
complexo Trealose
Sintase
7 Subunidade TPS3 do
complexo Trealose
Sintase
8 Quitina Sintase Il UDP-N-Acetil UDP + Quitina
Glicosamina + Quitina
9 Quitina Sintase |l
10 Quitina Sintase |
11 Transcetolase Xilulose-5-P + Ribose- Gliceraldeido-3-P +
5-P Sedoeptulose-7-P
12 Transaldolase Sedoeptulose-7-P + Eritrose-4-P + Frutose-6-
Gliceraldeido-3-P P
13 Glutamato Sintetase Glutamina + 2- 2 Glutamato + NAD
NAD dependente Oxoglutarato + NADH +
H
14 | Glutamato Glutamato + NAD a-cetoglutarato + NADH
Desidrogenase NAD
dependente
15 Glutamato Glutamato + NADP a-cetoglutarato +
Desidrogenase NADP NADPH
dependente
16 Glutamina Sintetase Glutamato + Amonia + Glutamina + ADP
ATP
17 | Glutamina Frutose-6-P Frutose-6-P + Glucosamina-6-P +
amidotransferase Glutamina Glutamato
18 UDP-N-Acetil N-Acetil Glicosamina-6- UDP-N-Acetil
Glicosamina P+ UTP Glisosamina + Pi

Pirofosforilase
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19 UDP-Glucose UDP-Glicose + 2 NAD 2 NADH + UDP-GIcUA
Desidrogenase

20 Hialuronan Sintase UDP-GIcUA + UDP- Acido Hialurénico
GIcNAc

Todos os 20 genes foram escolhidos com base na relacdo destes com possiveis desvios
de fluxo em relacado a sintese de AH ou por estarem relacionados com o fornecimento
de cofatores utilizados para a producdo do AH. Como visto na Tabela 12, embora 20
genes tenham sido analisados, alguns deles codificam diferentes isoformas de uma
mesma enzima como no caso da Quitina Sintase, que possui 3 isoformas em leveduras.
Héa ainda genes que codificam apenas subunidades de um complexo catalitico maior,
como no caso do complexo de sintese da trealose, que é formado por 3 subunidades

codificadas por 3 genes distintos.

Os niveis dos transcritos destes 20 alvos foram entdo analisados tanto por RT-gPCR
como por RNA-Seq usando o nivel do transcrito do gene da Actina como um

normalizador.

3.13 RNA-Seq

Em colaboracdo com laboratério externo (ISI Polimeros — Instituto SENAI de Inovacao),
a cepa BAP de K. lactis foi crescidas em meio YPD de acordo com a secado 3.8 por 48
horas. Em seguida, das células foi extraido o RNA total através da utilizag&do do kit de
extracdo de RNA de leveduras Qiagen RNeasy Mini Kit (Cat No. 74104) seguindo as
recomendactes do fabricante. Uma biblioteca de sequéncias foi gerada usando o kit
TruSeq Stranded total RNA seguindo as recomendacdes do fabricante e para analise
das sequéncias foi utilizada a tecnologia lllumina SBS seguindo as recomendac¢fes do

fabricante. Todo o processo foi realizado em triplicata bioldgica.

3.14 Preparacao de células competentes (E. coli cepa XL10-Gold)
Células competentes de E. coli foram preparadas de acordo com método previamente
descrito (Green and Sambrook 2018). Células de E. coli. Cepa XL10-Gold foram
semeadas em placa contendo meio LB agar sem antibidtico a partir de estoque
armazenado em freezer -80 °C por 16 horas a 37 °C. Em ambiente estéril cinco coldnias
foram inoculadas em 1 mL de meio SOB contendo MgS0O,420 mM. As colbnias foram
homogeneizadas em vortex em velocidade moderada e diluidas em mais 100 mL do
mesmo meio em frasco de 1 litro. As células foram crescidas por 3 horas a 37 °C até
ODeoo de 0,3. As células foram repassadas para tubos de polipropileno de 50 mL gelados

estéreis de fundo cbnico e estocadas no gelo por 10 minutos.
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As células foram centrifugadas a 2700 xg por 10 minutos a 4 °C e
ressuspendidas em aproximadamente 20 mL (para cada tubo) de TFB gelado. As
células ficaram em seguida estocadas no gelo por 10 minutos, centrifugadas a 2700 xg
por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas em aproximadamente 4 mL (para cada tubo)
de TFB.

Todas as suspensdes celulares foram unidas em um Unico tubo de
polipropileno de 50 mL gelado estéril e adicionado 140 yL de DMSO puro por 4 mL de
suspenséo de células. A suspensao foi misturada por inverséo e estocada em banho de
gelo. O conteudo foi rapidamente repassado a tubos em aliquotas de 100 pL e

armazenado a -80 °C.

3.15 Transformacado em células de E. coli

Aliquotas de células competentes de E. coli cepa XL10-Gold congeladas a -80 °C em
tubos criogénicos de 1,5 mL foram descongeladas por 10 minutos em banho de gelo. A
seguir, foram misturados as células 10uL de DNA resultante da reacao da ligacdo ou 1
ML de plasmideo intacto de interesse para amplificacdo (~ 100 ng de DNA por
transformacao). O tubo contendo células e DNA foi incubado por 30 minutos em gelo,
apos isto as células foram retiradas do gelo e imediatamente incubadas em banho de
agua a 42 °C por 90 segundos e entdo recolocadas imediatamente novamente em
banho de gelo por 2 minutos. Apés isto foram adicionadas ao tubo 900 uL de meio SOC
e as células foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Apés o periodo de incubagéo, 200 pL
de células foram plagueadas em meio SOC agar seletivo contendo ampicilina e as
placas foram colocadas invertidas em incubadora a 37 °C por 24 horas. O restante de
células foi repassado a um tubo criogénico, misturado com glicerol puro estéril até
concentracao final de 15% e armazenado & -80 °C. Todos 0s processos descritos nesta

secao foram feitos com o0 uso de materiais e em ambiente asséptico e estéril.

3.16 ReacBes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as reacdes de amplificacdo por PCR relatados neste estudo foram feitas
em microtubos de 0,2 mL contendo (a) 2 pL de tampé&o de PCR concentrado 10 vezes;
(b) 0,6 pL de MgCl; 25 mM; (c) 1 yL de Oligonucleotideo iniciador Forward 10 uM; (d) 1
pL de Oligonucleotideo iniciador Reverse 10 uM; (e) 0,5 pL de dNTP 10 mM; (f) 1
unidade ou 0,2 pL da enzima “Taq DNA Polimerase”; (g) 10 ng de DNA molde a ser
amplificado e (h) agua ultra pura deionizada até completar volume final de 20 pL. Os
microtubos contendo as rea¢des foram inseridos em termociclador com o0s seguintes

ciclos de temperatura: (a) 1 ciclo de 95 °C por 7 minutos; (b) 30 ciclos de 95 °C por 30
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segundos, seguido de temperatura de anelamento dos Oligonucleotideos iniciadores
por 30 segundos, seguido por 72 °C por 2,5 minutos; (c) 1 ciclo de 72 °C por 10 minutos

e (d) resfriamento indefinidamente a 12 °C.
3.17 Clivagens com endonucleases dos plasmideos

Todas as reacdes com endonucleases de restricdo foram realizadas em microtubos de
0,2 mL contendo (a) 1 ug de DNA, (b) 2 uL de solugdo tamponante “Green Fast Digest
Buffer” 10x concentrado (Thermo Fisher Scientific®), (c) 1 puL de enzima de restricdo
“Fast Digest” (Thermo Fisher Scientific®) e (d) agua ultra-purificada deionizada até
completar volume final de 20 pL. Nos casos em que a andlise de restricdo do DNA foi
feita com 2 enzimas de restricdo, 1 puL da segunda enzima também foi adicionada ao
sistema, totalizando a acao de até 3 enzimas no sistema. Apés preparada a reacao de
20 pL, o microtubo foi incubado por 2 horas em incubadora a 37°C e apds este tempo 0

microtubo foi aquecido a 80°C por 15 minutos para a inativacdo da enzima.

3.18 Purificagcdo do DNA plasmidial e genémico
As reacdes de PCR ou as reacdes com endonucleases de restricdo, contendo 1
lg de DNA e volume de 20 pL cada, foram purificadas de tampdes, sais e restos de
enzimas inativadas através da utilizacdo do produto “GeneJET PCR Purification Kit”
(Thermo Fisher Scientific®) seguindo as recomendacdes do manual do fabricante. Ao
final do processo, foram obtidos aproximadamente 800 ng de cada DNA digerido e puro

em um volume final de 30 pL.

3.19 Reacdes de ligacéo

Os fragmentos de disrupcao utilizados neste estudo foram unidos entre si e dentro dos
plasmideos através de reacao de ligacdo com a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher
Scientific®). Em um microtubo de 0,2 mL foram inseridos: (a) 100 ng de DNA vetor
digerido linearizado; (b) 300 ng de DNA inserto digerido; (c) 2 uL de “T4 DNA Ligase
Buffer” (Thermo Fisher Scientific®) concentrado dez vezes; (d) 2 uL de solucdo PEG
4000 a 50% (w/v); (e) 2 uL de enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific®) e (f)
agua ultra pura deionizada até completar volume final de 20 uL. O microtubo foi
incubado overnight a 22 °C e ap6s este tempo foi diretamente utlizado em

transformacao de células de E. coli.
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3.20 Construcéao dos vetores de expressao

3.20.1 Cassete de disrupcédo do gene tpsl

Para a construcdo do cassete de disrupcdo do gene tpsl utilizado neste estudo,
primeiramente foi realizada uma PCR do gene tpsl usando os oligonucleotideos
iniciadores Trealose Sintase Forward e Trealose Sintase Reverse (Tabela 10). O gene
amplificado resultante foi dividido em 2 partes chamados de tps1(5’) e tps1(3’) através
do tratamento da sequéncia com as enzimas BamHI e EcoRIl. Em seguida, o gene de
resisténcia kanMX ao antibiotico G418 foi amplificado do plasmideo PUG6 (Anexo 1)
com a utilizacdo dos Oligonucleotideos Iniciadores kanMX Forward e kanMX Reverse
(Tabela 10). Os fragmentos tps1(5’) e tps1(3’) foram ent&o ligados nas extremidades do
gene kanMX, clonados no plasmideo pGEM-T-Easy seguindo as recomendacdes do
fabricante e usado para replicacdo em E. coli. O mapa do plasmideo resultante,
denominado pGEM-tps1l estd apresentado no Anexo 2. Para melhor compreensao, uma

ilustracdo de toda a metodologia esté representada na Figura 12.

BamH! EcoRl

= =
B s
Tratamento com enzimas BamH! e EcoR/
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apés disrupgio do
gene tost

Figura 12. Estratégia utilizada neste estudo para a construgdo do cassete de disrup¢éo do gene tps1.

3.20.2 Plasmideo Integrase
O plasmideo pKLAC-AB-Int13 foi utilizado neste estudo para a constru¢cdo de um
sistema de ativagdo/inativacdo dos genes hasA e hasB através da enzima Integrase 13.

O plasmideo pKLAc2 (New England Biolabs Inc. - NEB) (Anexo 3) foi utilizado como
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molde para a construcao de um plasmideo contendo: (1) o gene codificante da Serina
Integrase 13 sob controle do promotor LAC4; (2) o gene hasA originario de P. multocida
ladeado pelas sequéncias dos sitios attP e attB e em orientacéo invertida em relacéo ao
promotor TEF e (3) o gene hasB originario de Xenopus laevis ladeado pelas sequéncias
dos sitios attP e attB e em orientacao invertida em relagéo ao promotor GPD. Um mapa
da construcdo estd apresentado no Anexo 4. Todas as sequéncias foram otimizadas
para expressdo em K. lactis através da utilizacdo do software online “IDT Codon
Optimization Tool”. Os sitios alvos da Integrase attP e attB foram colocados flanqueando
0s genes hasA e hasB em orientacdo reverso complemento. A escolha do gene da
Integrase 13 e as sequéncias dos sitios attP e attB foi baseado nas informacgbes de
estudo prévio (Yang et al. 2014) que mostraram que o sitio da Integrase 13 é mais
especifico apenas para atividade da Integrase 13 e ndo é reconhecido por outras
Integrases ou enzimas. As sequéncias contendo os sitios attP e attB da Integrase 13
estdo mostradas no Anexo 5. O plasmideo foi sintetizado por laboratério externo Epoch
Life Science Inc (Missouri, TX, USA).

3.21 Transformacdao levedura K. lactis

Os plasmideos utilizados neste estudo foram inseridos nas células de K. lactis através
de protocolo de choque térmico (Gietz, Woods and Peg 2002). As células a serem
transformadas de K. lactis foram crescidas em 5 mL de meio YPD em tubo de 50 mL
dentro de shaker a 30 °C com agitagdo de 200 RPM por 24 horas. Ap0s o crescimento,
a densidade 6ptica a 600 nm da cultura celular foi lida e esta utilizada para a realizacao
de um in6culo em 50 mL de meio YPD de modo que o crescimento celular inicie com
ODsoo de 0,1. Este in6culo foi realizado em erlenmeyer aletado de capacidade de 250
mL e colocado em shaker a 30 °C com agitacdo de 200 RPM. Apos aproximadamente
7 horas, a ODggo foi novamente monitorada e espera-se o alcance de um valor entre 0,9
— 1. As células foram entdo repassadas a um tubo de fundo cénico de 50 mL e
centrifugadas por 5 minutos a 3000 xg em temperatura ambiente. Em seguida o
sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com 5 mL de tampado TE e
centrifugadas novamente por 3 minutos a 3000 g em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi novamente descartado, as células foram lavadas com 5 mL de solugéo
de Acetato de Litio 0,1 M e centrifugadas por 5 minutos a 3000xg em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado e as células foram ressuspendidas
em 0,5 mL de solucdo de Acetato de Litio 0,1 M. Apés a homogeneiza¢éo,com a pipeta
foram repassados para um tubo de 1,5 mL: (a) 1 ug de DNA em 20 yL de agua
deionizada; (b) 10 pL de DNA de esperma de salm&o (10 mg/mL) (Thermo Fisher

Scientific®) e (c) 100 uL da suspensédo de células. Em seguida foi adicionado ao tubo
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700 pL de solugcdo PEG, a mistura foi homogeneizada e colocada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds este tempo foi adicionado ao tubo 48 uL de DMSO puro
estéril (Dimetilsulféxido), misturado, e imediatamente foi aplicado um choque térmico
nas células por 15 minutos a 42 °C em banho de 4gua. Apds o choque, as células foram
centrifugadas por 2 minutos a 3300 xg em temperatura ambiente e lavadas 2 vezes
seguidas com 1 mL de agua deionizada. Uma terceira ressuspensao foi realizada com
1 mL de 4gua deionizada pura e desta suspensao celular foram plaqueados volumes de
20, 50 e 100 puL em meio seletivo apropriado. As placas foram incubadas a 30 °C por 3-
4 dias. O restante de células foi repassado a um tubo criogénico, misturado com glicerol
até concentracao final de 20% e armazenado a -80 °C. Todos 0s processos descritos

neste topico foram feitos com o uso de materiais e em ambiente asséptico e estéril.

3.22 Selecdo e armazenamento das leveduras contendo as modificagdes

genéticas concluidas (PCR de colbnia)

Apoés o crescimento das células em placa como descrito na secdo 3.21, foram
selecionadas aleatoriamente de cada placa 20 colbnias. Cada colbnia foi repassada
para um microtubo de 0,4 mL contendo 20 uL de agua deionizada. Os microtubos foram
vigorosamente agitados de modo a suspender as células e em seguida foram colocados
em banho de agua a temperatura fervente por 10 minutos. ApGs este tempo, o0s
microtubos foram passados a um banho de gelo e desta suspenséo 1 uL foi retirado e
utilizado como DNA molde para a realizacdo de reacdo de PCR como descrito na se¢ao
3.16 de modo a confirmar a integracao da modificagdo genética no genoma da levedura
pela utilizacéo de oligonucleotideos iniciadores especificos. Apés os resultados da PCR,
as colbnias que apresentam os genes integrados no genoma foram repassadas a 5 mL
de meio YPD em um tubo de fundo c6nico de 50 mL e colocadas a 30 °C com agitacao
de 200 RPM por 48 horas. Apos os 2 dias, 1 mL desta suspensao celular é repassada
a um tubo criogénico, misturado com glicerol puro estéril até concentracédo final de 20%
e armazenado a -80 °C. Todos os processos descritos neste paragrafo foram feitos com

0 uso de materiais e em ambiente asséptico e estéril.

3.23 Analise por gel dos genes, RNAs, plasmideos e cassetes

Todos os genes, RNAs, cassetes e plasmideos vindos ou ndo de reagfes de transcricao
reversa, analise de restricdo, desfosforilagéo, ligagdo e PCR descritos neste estudo
foram analisados em gel de agarose 1%. 1 g de agarose foi dissolvida em 100 mL de
tampdo TBE 1X. Em seguida, a solucéo foi agitada e aquecida por 2 minutos em micro-

ondas com poténcia a 70% e na solucao foi adicionado Brometo de Etidio de modo a
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obter uma concentracao final de 0,5 pg/mL. Apds ocorrida a solidificacéo, no gel foram
aplicadas as amostras de DNA diluidas em tampao de carregamento juntamente com
um marcador “1 Kb DNA Ladder RTU (Kasvi)”. O gel foi aplicado sob uma corrente de
80 Volts durante 60 minutos em tampéo TBE 1X e em seguida analisado sob radiagéao

ultra-violeta.

3.24 Crescimento em Biorreator em Batelada para Analise de Fluxo
Metabolico com glicose marcada *3Cs

Fermentacbes em batelada da cepa BAP foram realizadas em bioreator New Brunswick
BioFlo® 115 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) com uma capacidade de 1.3 L. Pré-
in6culos da cepa foram feitos em frasco (Sec¢éo 3.8) com 20 mL de meio Yeast Nitrogen
Base (YNB) contendo sulfato de Aménio e sem aminoacidos (Sigma-Aldrich, Louis, MO)
em um frasco com capacidade de 0.5 L. O meio de cultura foi preparado de acordo com
as recomendacdes do fabricante usando glicose (40 g/L) como fonte de carbono. A pré-
cultura foi utilizada para inocular 0.5 L do mesmo meio YNB no fermentador de modo a
comecar com uma ODego inicial de aproximadamente 0.1. O crescimento foi conduzido
a 30 °C. Durante toda o crescimento, o pH do meio de cultura foi mantido em 6 através
da injecao automética de NaOH 2 M a partir de uma garrafa de alimentagéo e o Oxigénio
Dissolvido foi mantido em 30% através da utilizacdo de um sistema que mantinha a
agitacao dentro do fermentador variavel. Oxigénio foi disponibilizado ao fermentador
através de um air flow de 2 vvm. O crescimento em biorreator foi realizado em duplicata
biolégica. O crescimento celular das cepas foi acompanhando retirando-se dos
fermentadores amostras de aproximadamente 5 mL para leitura de ODsgyp €
armazenamento do sobrenadante obtido a cada 2 horas. As leituras de ODgoo foram
retirados utilizando 1 mL de células, que foi colocado em uma cuveta de plastico e feita
a leitura a 600 nm usando um leitor SpectraMax M2 microplate reader (Molecular

Devices®).

Durante a cultivo, o consumo de glicose foi analisado por HPLC imediatamente apos a
retirada de cada ponto de leitura do fermentador. A partir dos resultados obtidos pela
guantificacdo da glicose e considerando uma fase log de crescimento celular, foi
adicionado através de uma garrafa de alimentacdo um pulso contendo glicose *Cg
marcada de modo a corresponder a 10% de toda a glicose presente naquele momento
no biorreator. A partir deste ponto, as amostras entdo foram retiradas do bioretor para

possivel visualizacdo dos metabdlitos marcados.
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3.25 Analise dos Metabélitos Intracelulares

3.25.1 Protocolo de Quenching
A metodologia de Quenching foi feita de acordo como previamente descrito para
leveduras(Canelas et al. 2008). Aproximadamente 2 horas apés a aplicagcéo do pulso de
glicose *Cs marcada, 5 mL de cultura celular foram retirados do fermentador e
imediatamente misturados com 45 mL de metanol puro previamente refrigerado a -40
°C. Imediatamente a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 4000 x g usando
centrifuga Eppendorf MiniSpin com o rotor previamente resfriado a -20 °C. Durante o
procedimento, foi buscado o menor tempo possivel de exposicdo das células ao
metanol. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante contendo metanol foi descartado e o
precipitado imediatamente guardado em Ultra freezer a -80 °C até o momento da

extracao.

3.25.2 Extracdo dos metabolitos celulares
A extracdo de metabdlitos foi realizada através da utilizacdo do protocolo de etanol
fervente como previamente descrito (Gonzalez, Francois and Renaud 1997).
Resumidamente, o precipitado celular (5mL) congelado a -80 °C foi retirado do Ultra-
Freezer e imediatamente ressuspendido em 20 mL de solucdo de etandlica 75% viv
ajustada a um pH 7,5 com HEPES 10 mM. As células foram incubadas por 3 minutos
em banho de agua a 85 °C. Em seguida, o lisado celular foi incubado em gelo para
resfriamento e posteriormente centrifugado por 3 minutos a 4000 x g a -9 °C. O
precipitado celular foi descartado e o sobrenadante foi colocado a 45 °C em um
concentrador para evaporacdo do etanol. O residuo liofilizado foi guardado para

posterior analise em Cromatografia Gasosa com Espectdmetro de Massa (GC-MS).

3.26 Andlise dos Metabdlitos Extracelulares

3.26.1 Deteccdao e quantificacdo de substratos e produtos celulares
Durante as fermentacbes, a cada 2 horas foram retiradas amostras de 1 mL do
fermentador. Cada amostra foi colocada em um tubo conico com 1,5 mL de capacidade
e centrifugada a 12000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente. O precipitado celular
foi entdo descartado e o sobrenadante foi repassado para outro tubo e guardado a -20

°C até posterior analise.

A utilizacdo de glicose e a produc¢éo de acetato, etanol, lactato, glicerol e trealose foram
guantificadas usando Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) (Shimadzu,
Kyoto, 10 Japan) equipado com detectores de indice de Refracdo e UV (210-nm). A

cromatografia foi realizada usando uma coluna para acidos organicos Shim-pack SCR-
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101H (Shimadzu) (300 mm x 7,9 mm id) equilibrada a 60 °C. Foi utilizada como fase

movel H,SO4 5 mM a um fluxo de 0,6 mL/min. Cada corrida durou 29 minutos.

Para a aplicacdo no HPLC, os sobrenadantes da cultivo em biorreator foram diluidos 5
vezes e para cada corrida foram utilizados 10 puL de amostra. Antes das analises, foi
construida uma curva padréo contendo 6 diferentes concentracdes de glicose, acetato,

etanol, lactato e glicerol, de acordo com a Tabela 13.

Tabela 13. Concentrag¢do das amostras usada para Curva Padrdo em HPLC.

Nivel de calibracao
Composto 1 2 3 4 5 6
Glicose 10 g/L 5g/L 2,5¢0/L 1,25 g/L 0,625 g/L 0
Glicerol 10 g/L 5g/L 2,59g/L 1,25 g/L 0,625 g/L 0
Etanol 10 g/L 5¢g/L 2,50/l 1,25 g/L 0,625 g/L 0
Acetato 2509/l | 1,25¢g/L | 0,625¢9/L 0,03125 g/L 0,15625¢g/L | O
Lactato 259/l | 1,25g/L | 0,625¢g/L | 0,03125¢g/L | 0,15625g/L | O
Trealose 10 g/L 5g/L 2,59g/L 1,25 g/L 0,625 g/L 0
3.27 Analise de Crescimento Celular por peso seco

Quando especificado, também foi analisado o peso seco em cada tempo da crescimento
no biorreator. Para isto, 2 mL de células foram retirados do fermentador a cada 2 horas
e aplicados diretamente sobre uma membrana. Previamente & aplicagdo das células, a
membrana foi colocada por 212 horas em um forno a 60 °C e pesada. Com a ajuda de
um kitasato, sob a membrana foi aplicado um ambiente de vacuo de modo a aspirar
todo 0 meio aguoso contido nas células. Com agua destilada, as células foram lavadas
2 vezes diretamente na membrana. Finalmente, a membrana contendo as células foi
colocada em forno a 80 °C por =212 horas e pesada novamente. Para o célculo da
guantidade de células (em g/L), o peso da membrana + célula foi subtraido do peso

inicial da membrana e multiplicado por 500.

3.28 Analise dos Constituintes Celulares

3.28.1 Liofilizacéo
Apobs o protocolo de Quenching de acordo com a sec¢éo 3.25.1, as células congeladas
a -80 °C foram retiradas do Ultra Freezer e imediatamente colocadas dentro de um
recipiente de vidro retangular de 500 mL de capacidade. O recipiente foi acoplado ao
liofilizador por 224 horas, a -50 °C, com vacuo a 1720 mT. O vacuo foi aplicado a
amostra vagarosamente e gradualmente por ~15 minutos até atingir 1720 mT a fim de

evitar 0 surgimento de espuma na amostra. ApOs a liofilizacdo, as células foram
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repassadas para outro tubo cénico de plastico de 50 mL vazio previamente pesado e o

peso das células foi calculado.

Para a quantificacdo dos principais constituintes celulares, foram pesadas diferentes

guantidades de liofilizado celular de acordo com os valores da Tabela 14.

Tabela 14. Quantidade total de células liofilizadas utilizadas nos diferentes protocolos de andlise dos constituintes
celulares.

Constituinte celular Quantidade de células (mg)
Carboidrato total 0,1
Proteina total 5
Lipideo total 150
DNA total 100
RNA total 5

3.28.2 Extragéo e Quantificagdo de Carboidratos Totais
A quantificagdo de carboidratos foi realizada de acordo com protocolo colorimétrico
previamente descrito (Dubois et al. 1956). Resumidamente, em um tubo cénico de 15
mL de capacidade contendo 0,1 mg de liofilizado celular, foi adicionado 1 mL de fenol
5%. ApOs uma breve agitagéo por inversao, foi adicionado vagarosamente ao tubo 5 mL
de H,SO4 puro. A mistura foi colocada em agitador vortex em velocidade média por 5
segundos. A solucéo foi entdo deixada em repouso por 10 minutos em temperatura
ambiente para o estabelecimento da cor e em seguida colocada em banho de agua a
25 °C por 20 minutos. Apos isto, 200 uL de cada amostra foi repassada para uma placa
de 96 pocos e lida usando um leitor SpectraMax M2 microplate reader (Molecular
Devices®). Para a leitura de hexoses foi usado um comprimento de onda de 488 nm e
para pentoses foi usado 480 nm. Além das leituras do lisado celular, também foi feita
previamente uma curva padrdo contendo glicose diluida em fenol 5% nas concentracdes
de 100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pug/mL e 0. Todo o protocolo descrito neste tépico
foi feito dentro de capela de exaustéo devido a forte reagdo exotérmica entre 0 H>SO4

puro e a solugcéo contendo os carboidratos.

3.28.3 Extracdo e Quantificacdo de Proteinas Totais
A quantificagdo de proteinas foi feita de acordo com o protocolo da reacao de Biureto
previamente descrito (Haward w. Robinson 2013). Resumidamente, em um tubo cénico
plastico de 15 mL de capacidade foi colocado 5 mg de liofilizado celular e a este foi
adicionado 3 mL de NaOH 1 M. A mistura foi colocada em banho de agua fervente por

5 minutos e em seguida resfriado em banho de gelo por 2 minutos. Apés resfriado, foi
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adicionado ao tubo 1 mL de CuSO. 2,5%. O tubo foi entdo colocado em agitador shaker
na velocidade maxima por 1 minuto, deixado em repouso por 5 minutos e em seguida
centrifugado por 1 minuto a 12000 x g em temperatura ambiente. 200 uL de cada
sobrenadante foi repassado para uma placa de 96 pocos e lido usando um leitor
SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices®) usando um comprimento de
onda de 555 nm. Além das leituras do lisado celular, também foi feita previamente uma
curva padrao contendo Albumina de Soro Bovino (BSA) diluido em 3 mL de NaOH 1M

nas concentracdes de 5 mg/mL, 4 mg/mL, 3 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL e O.

3.28.4 Extracdo e Quantificacdo de Lipideos Totais
A quantificacdo de lipideos foi feita de acordo com o protocolo previamente descrito
(Hara and Radin 1978). Resumidamente, em tubo cbnico plastico de 50 mL de
capacidade contendo 150 mg de células foi adicionado 18 mL de solucdo
hexano:isopropanol 3:2. A mistura foi colocada em agitador vortex com agitacdo média
por = 14 horas em temperatura ambiente. Apds a extragdo, foi adicionado ao tubo 12
mL de NaxSO, 0,47 M. ApGs a adicdo do Na>SO,, as 2 fases presentes no tubo foram
separadas em centrifuga por 1 minuto a 10000 x g em temperatura ambiente. A fase
contendo os lipideos (fase superior contendo hexano) foi repassada para outro tubo
cobnico plastico de 50 mL. Dentro de uma capela de exaustédo, foi adicionado a fase um
fluxo de nitrogénio gasoso por =212 horas até a completa evaporacdo do liquido e

surgimento do precipitado contendo os lipideos.

3.28.5 Extragéo e Quantificacdo de DNA

A quantificacdo de DNA total nas células foi determinada a partir da utilizagédo do método
por fluorescéncia de Howchst como previamente descrito (De Mey et al. 2006).
Resumidamente, amostra liofilizada de biomassa foi dissolvida em tampao TNE (NaCl
1 M, EDTA 10 mM, Tris-HCI 0,1 M pH 7,4) a uma concentracdo de 25 mg/ml. A amostra
foi misturada com 2 mL de solucdo de Hoechst (Hoechst 0,5 pg/mL em tampé&o TNE) e
submetida a andlise de fluorescéncia através da leitura a um comprimento de onda de
356/648 nm. Uma curva padréo foi feita usando DNA de esperma de Salméao (Sigma-
Aldrich).

3.28.6 Extracdo e Quantificacdo de RNA
A guantificacdo de RNA total foi feita de acordo com o protocolo previamente descrito
(De Mey et al. 2006). Resumidamente, em tubo cénico plastico de 15 mL de capacidade
contendo 5 mg de células foi adicionado 10 mL de HCIO4 0,7 M gelado. A mistura foi
incubada por 5 minutos em banho de gelo e em seguida centrifugada por 10 minutos a

4 °C a 8000 rpm. As células foram lavadas 2 vezes com 10 mL de HCIO4 0,7 M gelado,
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centrifugadas e ressuspendidas em 10 mL de KOH 0,3 M. A mistura foi dividida em 2
amostras contendo 5 mL cada e incubadas a 37 °C por 1 hora para hidrélise das células.
Em seguida, a solugéo foi neutralizada com a adicdo de 1 mL de HCIO4 3M gelado e
centrifugadas 10 minutos a 4 °C a 8000 rpm. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi
reservado em outro recipiente plastico e o precipitado foi lavado 2 vezes com 1 mL de
HCIO4 0,5 M. Os 3 sobrenadantes foram misturados em um unico recipiente e 1 mL
deste foi colocado em um cubeta quartzo parta leitura a 260 nm em espectrofotbmetro.
A quantidade de RNA foi calculada usando 1 Az = 0,038 mgRNA/mL, considerando
uma cubeta de 1 cm de comprimento e o fator de diluicdo da amostra.

3.29 Andlises de Fluxo Metabdlico (AFM)
Todos os resultados de AFM obtidos neste trabalho foram obtidos a partir do auxilio com
colaboradores e publicados em estudo prévio (Morais 2020). As principais metodologias

utilizadas estdo descritas nos subtopicos a seguir:

3.29.1 Definicdo da Rede metabdlica
Para a definicdo da rede metabdlica, foram escolhidos os principais fluxos presentes em
K. lactis que de alguma forma pudessem afetar a sintese de AH, seja sendo um fluxo
competidor ou auxiliador. Assim, ao final da selecdo foram englobadas as vias
metabdlicas da glicolise, biossintese de glicerol, fermentacdes latica e alcodlica, via das
pentoses fosfato, ciclo do &cido tricarboxilico, sintese de trealose, sintese de glutamina
e glutamato e as reacgdes presentes na via de producéo de &cido hialurénico. Para isso,
foram utilizados os bancos de dados MetaCyc e Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (KEGG). Uma lista destas reacfes estd apresentada na Tabela 15.

Tabela 15. Vias metabdlicas utilizadas para a realizagéo das andlises de fluxo metabdlico feitas neste estudo.

Metabolismo Reacéo

Via das Xilulose-5-P = Ribulose-5-P

pentoses Xilulose-5-P + Eritrose-4-P - Frutose-6-P + Gliceraldeido-3-P

fosfato Xilulose-5-P + Ribose-5-P - Sedoheptulose-7-P + Gliceraldeido-3-P

Ribulose-5-P - Ribose-5-P

Sedoheptulose-7-P + Gliceraldeido-3-P - Eritrose-4-P + Frutose-6-P

Glicose-6-P + 2 NADP - Ribulose-5-P + CO2 + 2 NADPH

Glicolise Glicose-6-P € - Frutose-6-P

Frutose-6-P + ATP €& Frutose-1,6-Bifosfato + ADP

Frutose-1,6-Bifosfato = Dihidroxiacetona-P + Gliceraldeido-3-P

Dihidroxiacetona-P = Gliceraldeido-3-P

Dihidroxiacetona-P + NADH - Glicerol + NAD

Gliceraldeido-3-P + NAD - Fosfoenolpiruvato + NADH

Fosfoenolpiruvato + ADP - Piruvato + ATP

Piruvato = Acetaldeido + CO2

Fermentacdo | Acetaldeido + NADH - Etanol + NAD

Acetaldeido + NADP = Acetato + NADPH
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Acetato + CoA + ATP - Acetil-CoA + ADP + Pi

Ciclo de Piruvato + CO2 + ATP - Oxaloacetato + ADP + Pi

krebs Acetil-CoA + Oxaloacetato - Citrato + CoA

Citrato - Isocitrato

Isocitrato + NAD = Acido a-cetoglutarico + CO2 + NADH

Acido a-cetoglutérico + NAD = Succinato + NADH + CO2

Succinato - Fumarato

Fumarato - Malato

Malato + NAD - Oxaloacetato + NADH

Viade Glicose-6-P €= Glicose-1-P

sintese do Glicose-1-P + UTP - PPi + UDP-Glicose

AH UDP-Glicose + 2 NAD" > UDP-GICUA + 2 NADH + 2 H*

Frutose-6-P + Glutamina = Glicosamina-6-P + Glutamato

Glicosamina-6-P + Acetil-CoA - GIcNAc-6-P + CoASH

GIcNAc-6-P + UTP - UDP-GIcNAc + PPi

UDP-GIcUA + UDP-GIcNAc = Acido Hialurénico + 2 UDP

Sintese de | UDP-N-Acetil-Glucosamina + [1,4-(N-acetil-B-D-glicosaminil)]n
quitina
> UDP + [1,4-(N-acetil-B-D-glicosaminil)n*1

Sintese de UDP-Glicose + Glicose-6-P - Trealose-6-P + UDP

trealose Trealose-6-P = Trealose + Pi

Metaboélitos | Glicerol = Glicerol Externo

externos CO2 - CO2 Externo

Etanol = Etanol extreno

Piruvato = Piruvato Externo

Acetato > Acetato Externo

Succinato = Succinato Externo

Para a aplicacdo em software da AFM, foi escolhido o modelo metabdlico iOD907 ja
descrito em prévio estudo (Dias et al. 2014) e disponivel em bancos de dados. Este
modelo possui quatro compartimentos e 1476 metabolitos distribuidos em 1867
reacdes. Para que o modelo se adequasse a cepa utilizada para producédo de AH, as
reacdes e compostos que completam a via de sintese do polimero foram acrescentados,

além de uma reacao de retirada de AH do sistema.

3.29.2 Cromatografia Gasosa Acoplada A Espectrémetro de Massa (GC-
MS)

Antes da realizagdo do GC-MS, as amostras obtidas apds a extracdo dos metabdlitos
intracelulares (Secéo 3.25) foram passadas por um processo de derivatizagdo conforme
descrito em prévio estudo (Vital et al. 2017). As amostras foram colocadas 40 pL de
cloridrato de metoxamina solubilizada em solugdo de 20 mg/mL de piridina e
homogeneizadas em vortex por 10 segundos, as amostras foram incubadas em agitador
térmico sob agitacdo constante de 900 rpm por 2 horas a 37 °C. Ao final da incubacao,
os tubos foram brevemente centrifugados para retirar a condensacao da tampa e foram
adicionados 70 pL de N-Metil-N- (trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA) e
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homogeneizados em vortex novamente. As amostras foram novamente incubadas nas
mesmas condi¢des anteriores, porém por 30 minutos. Ao final do tempo a condensacéo
da tampa foi retirada novamente por centrifugacdo e 100 pL da mistura foram
transferidos para frascos de cromatografia para insercdo no equipamento de

cromatografia acoplada a espectrometria de massa.

Os frascos para cromatografia contendo 100 pL de amostra proveniente da
derivatizacdo foram posicionados no autosampler e 1pl € automaticamente injetado na
parte de cromatografia gasosa (Agilent Technologies 7820A) contendo uma coluna
analitica optima 5ms (30m de comprimento x 0,25 mm de diametro x 0,25 mm de
espessura do filme). O protocolo automatizado scanner com atraso de solvente utiliza
hélio como géas carreador a uma taxa de 1 mL/minuto e a temperatura varia de 70°C por
5 minutos, 10 °C por 1 minuto e escala para 300 °C por 5 minutos, também foi utilizado
o método SIM de analise para buscar mais especificamente pelas faixas de massa de
aminodcidos e acidos organicos. Conforme as amostras passam pela coluna e sao
separadas, elas no compartimento onde estd o espectrbmetro de massa, com a
temperatura da linha de transferéncia e a fonte ionizante a 250°C com energia dos
elétrons em 70 eV. O analizador entdo detecta o espectro de massa e com a ajuda do
software ChemStation as informacgfes referentes ao espectro de massa e perfil

cromatogréafico sdo compiladas e mostradas ao usuario.

3.29.3 Andlise de Balanc¢o de Fluxo (ABF)
Todas as andlises e modificagBes feitas para a analise de balanco de fluxo foram
realizadas em python3 com o pacote cobrapy versao 0.18.1 e solucionador GLPK sob
a licenca de uso GPL. As simulac@es realizadas para o modelo da cepa BAP tiveram a
maximizacao da reacéo de producdo de AH como objetivo e todas as regras impostas
e reac0es mantiveram-se as mesmas a excecao da reacdo de biomassa cujo valor foi
estipulado utilizando a taxa de crescimento da levedura obtida em prévio estudo (de
Oliveira et al. 2016). A maquina utilizada continha as seguintes especificacfes: sistema

operacional Windows 10, processador AMD ryzen5 3600, 32GB de memdéria RAM.

Originalmente, a reacdo selecionada pelo modelo para ser maximizada durante a ABF
era a reacdo de biomassa, no entanto, para fins de analise de gargalos referentes a
producao de AH, a reacdo de producdo de AH foi definida como objetivo da analise.
Como a partir desse momento a producdo de biomassa deixou de ser o foco das
simulacdes, foi necessério inserir uma regra para que haja producao de biomassa. Essa
regra consiste em limitar o fluxo minimo da reacao para mimetizar o valor da taxa de

crescimento obtido nos estudos prévios com a cepa BAP (V. Gomes et al. 2019).
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3.30 Célculo das Taxas de crescimento e Anélises estatisticas
Os dados obtidos a partir de curvas de crescimentos realizados neste estudo foram
plotados e analisados no software GraphPad Prism verséo 8.0.2 (263). A taxa especifica
de crescimento das cepas foi analisada baseada no coeficiente angular da reta da fase

logaritmica dos pontos obtidos durante fase exponencial de crescimento.

Diferencas entre populacdes de 2 ou mais amostras foram analisadas usando o teste-t
estatistico ndo pareado com P<0,05 bicaudal disponibilizado pelo software. Valores da
producdo de AH foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey’s. Todas as construcdes genéticas apresentadas neste trabalho foram obtidas

a partir do uso do software SnapGene® versao 5.1.5.

4. Resultados e Discussao

4.1 Anédlise dos niveis de transcritos da cepa BAP
Os niveis dos transcritos dos 20 alvos analisados neste estudo (Tabela 12) por RT-qgPCR
e por RNA-Seq usando o nivel do transcrito do gene da Actina como um normalizador

estdo representados na Figura 13.
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Figura 13. Mapa metabdlico da sintese de AH com os valores obtidos dos niveis dos 20 transcritos selecionados como
alvo neste estudo. Caixas amarelas apresentam o numero da reagdo descrito na Tabela 12; Caixas azuis apresentam
os valores dos niveis de transcritos obtidos por RNA-Seq; Caixas brancas apresentam os valores dos niveis de
transcritos obtidos por RT-qPCR. Todos os valores foram obtidos considerando o nivel da actina como 100% e gerados
a partir da realizagdo de média de triplicata bioldgica. * significa que ndo foram encontrados valores de fluxo durante
esta andlise.

Os valores de RNA-Seq e RT-qPCR apresentados na Figura 13 estdo também
representados na forma de grafico com os respectivos erros no Anexo 6 e o relatorio

geral obtido com os dados do RNA-Seq também estdo apresentados no Anexo 7.

Como observado na Figura 13, ndo foram encontrados niveis de transcritos dos genes
hasB (19) e hasA (20) por RNA-Seq, enquanto por RT-gPCR, estes niveis foram de 53%
e 70%, respectivamente, em relacdo ao nivel da actina (Figura 13). Este resultado pode
ser explicado devido a diferenga no tempo de extracdo do RNA total das células para
as 2 metodologias. Para o RT-gPCR, o RNA total da cepa BAP foi extraido durante o
comeco da fase exponencial de crescimento, momento no qual a célula esta ativamente
crescendo. Para o0 RNA-Seq, o RNA total da cepa foi extraido ao final do cultivo das
células apés 48 horas de crescimento. Considerando que a sintese de AH é diretamente
relacionada com atividade de crescimento celular (V. Gomes et al. 2019), isto pode ter
influenciado na ocorréncia da transcricdo dos genes hasA e hasB. Durante a construcao
da cepa BAP de K. lactis (V. Gomes et al. 2019), o gene hasB foi colocado sob controle
do promotor GPD, enquanto o gene hasA foi colocado sob controle do promotor LAC4
nativo de K. lactis, ambos os promotores fortes e constitutivos. Portanto é esperado que

haja valores de transcricdo destes 2 genes.

O transcrito 1, associado com a enzima glicogénio sintase, corresponde a enzima
responsavel por sintetizar amilose a partir das moléculas de Glicose vindas da UDP-
Glicose (Figura 13). A amilose é um polissacarideo que corresponde a aproximadamente
30% da molécula de amido e é considerada uma molécula de reserva energética para
a célula produzida em condi¢fes nado estressantes (McCann and Barnett 1986), portanto
€ esperada a sintese de amilose juntamente com o AH durante a fase exponencial do
crescimento celular. Os niveis deste transcrito foram de respectivamente, 52% e 21%

em relagdo a actina, respectivamente para RNA-Seq e RT-gPCR.

Igualmente a enzima Glicogénio Sintase, os transcritos 2,3 e 4 estdo associados a um
complexo enziméatico que utiliza UDP-Glicose como substrato. Este complexo, chamado
de 1,3-B-D-Glucan Sintase é formado por 3 subunidades denominadas FKS1, FKS2 e
FKS3, codificadas pelos genes fksl, fks2 e fks3 (Klis et al. 2002). A 1,3-B-D-Glucan
produzida por esta enzima é um polimero que corresponde a ~55% da quantidade de

polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae (Klis et al. 2002) e no qual outros
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componentes de parede celular, como a quitina, sdo associados. Portanto, esta enzima
também tem sua atividade associada com o crescimento celular e sintese de biomassa.
Os transcritos de FKS1, FKS2 e FKS3 apresentaram, respectivamente, niveis de 65%,
14% e 12% em relagcdo ao nivel de actina em analise de RNA-Seq e niveis de 40%,

22% e 9% em relagdo aos niveis de actina na analise por RT-gPCR, respectivamente.

Os transcritos 5, 6 e 7 estdo associados com 3 genes responsaveis por codificar 3
subunidades que, em conjunto, originam um complexo sintetizante do metabdlito
trealose. Este complexo, chamado de Complexo da Trealose (CT), sintetiza moléculas
de trealose utilizando Glicose-6-fosfato e UDP-Glicose como substrato, ambas estas
moléculas usadas pela via de sintese de UDP-GICUA (Figura 13) e, portanto, um forte
candidato a competidor da sintese de AH. Os transcritos 5, 6 e 7 apresentaram niveis
de, respectivamente, 66%, 37% e 152% em relac&o ao nivel de actina para RNA-Seq e

de 66%, 40% e 13% em relagdo ao nivel da actina para RT-gPCR, respectivamente.

Além da 1,3-B-D-Glucan, um segundo componente da parede celular de leveduras, a
quitina, também foi analisada. Este composto € produzido pela enzima Quitina Sintase,
que em S. cerevisae € encontrada como 3 diferentes isoformas codificadas pelos genes
chsl, chsll e chslll (Lesage and Bussey 2006) e relacionadas com os transcritos 8, 9 e
10 neste estudo. Em S. cerevisiae, a quitina corresponde a apenas 2% do peso seco
total da célula (Lesage and Bussey 2006), porém, € uma molécula formada por
repeticdes de UDP-GIcNAc, um dos precursores do AH. Por este motivo a sintese de
quitina é diretamente competidora com a sintese de AH. Todos os niveis de transcritos
associados com as 3 quitinas sintases apresentaram valores <30% em relacdo a actina,
tanto por RNA-Seq como por RT-qPCR (Figura 13). Os valores obtidos das 3 quitinas
sintases neste estudo também confirma a observagdo em outros estudos de que a
quitina sintase 3 é a isoforma com maiores niveis de transcrito presentes na célula
(Bulawa 1992).

Os transcritos 11 e 12 estdo relacionados com a via das Pentoses Fosfato através,
respetivamente, das enzimas Transcetolase e Transaldolase. Os niveis dos transcritos
de ambas foram estatisticamente semelhantes aos niveis obtidos pela HASA (transcrito
20). Estudos com a delecéo do gene zwf (glicose-6-fosfato desidrogenase) de K. lactis
mostraram que a cepa € incapaz de crescer em fontes de carbono como glicose nestas
condi¢des (Tarrio et al. 2006). O gene zwf é responsavel por codificar a enzima que
converte Glicose-6-fosfato no primeiro precursor do ramo nédo oxidativo da via das
pentoses fosfato. Adicionalmente, cepas de K. lactis contendo delegbes de principais

genes envolvidos com a glicolise (pgi — phosphoglucose isomerase e pfk —
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phosphofructokinase) resultaram em uma cepa que ainda foi capaz de crescer em
glicose, porém a uma taxa de crescimento ~ 30% menor (Goffrini, Wésolowski-Louvel
and Ferrero 1991). Todos estes resultados sugerem que em K. lactis ha uma maior
dependéncia pela via das pentoses fosfato para a metabolizacdo de glicose, diferente
de outras leveduras como S. cerevisiae onde >90% da glicose consumida €
metabolizada via glicolise (Tarrio et al. 2006). A via das pentoses fosfato é responsavel
por regenerar moléculas como UTP, que sédo utilizadas como COfatores para a sintese de
AH e a delecéo de genes envolvidos com a utilizacdo desta via podem tanto reduzir a

sintese de AH, como também causar uma falha no crescimento de K. lactis.

Dos transcritos 13 até 17, todas as reacdes envolvidas com as respectivas enzimas
estao relacionadas com a reciclagem de glutamina e glutamato pela célula. Partindo da
glicolise, a primeira reacéo da via de geracao do precursor UDP-GIcNAc e catalisada
pela enzima Glutamina Frutose-6-P amidotransferase utiliza 1 molécula de glutamina
como cofator gerando 1 molécula de glutamato durante o processo. Este glutamato
precisa entdo ser regenerado em glutamina novamente através de reacdes relacionadas
com o Ciclo de Krebs (Figura 13). Os transcritos 13 até 17 foram analisados de modo a
identificar possiveis etapas limitantes na sintese de AH devido a uma auséncia de
glutamina. No entanto, alguns valores obtidos foram superiores aos niveis da actina,
como o transcrito 13 com um nivel 147% maior que o nivel da actina e o transcrito 16
com um nivel 235% maior que o nivel de actina, ambos os dados a partir de RNA-Seq
(Figura 13).

Finalmente, o transcrito 18 correspondente a enzima HASD / UDP-N-Acetil Glicosamina
Pirofosforilase apresentou um nivel de 9% e 25% em relacdo ao nivel da actina,
respectivamente para RNA-Seq e RT-gPCR (Figura 13). Alguns estudos envolvendo as
bactérias geneticamente modificadas produtoras de AH utilizaram em suas construgdes
super expressdes do gene hasD para analise de um possivel aumento na sintese do
AH. Em estudo com uma cepa de C. glutamicum (Cheng et al. 2017), por exemplo, 2
cepas foram criadas e crescidas em condi¢des idénticas, uma cepa contendo super
expressoes dos genes hasA + hasB + hasC e outra cepa contendo super expresséo dos
genes hasA + hasD (Figura 3). A cepa ABC foi capaz de produzir em frasco 5.5 g/L de
AH, enquanto que a cepa AD produziu 1 g/L, sugerindo que o brago do precursor UDP-
GIcUA é mais limitante para a sintese de AH, como também demonstrado por outros

estudos realizados com B. subtilis (Jia et al. 2013).

A partir da analise de todos estes 20 transcritos foram entdo elaboradas 2 principais

estratégias envolvendo a disrupc¢éo e a ativacdo da expressao de genes com o objetivo
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de aumentar a sintese da AH. Dentre os 3 metabdlitos estudados neste tdpico e
considerados diretamente competidores com a via de sintese do AH (Figura 13), 2 deles
(1,3-B-D-Glucan e Quitina) sdo usados para sintese de parede celular, enquanto a
trealose n&o. Considerando que a delecdo dos genes que codificam a 1,3-B-D-Glucan
Sintase e Quitina Sintase podem resultar na geragdo de uma cepa com dificuldades em
crescimento devido a um afrouxamento da parede celular, isto também pode deprimir a
sintese de AH ou tornar a cepa menos resistente as condi¢des de agitacdo e pressdo
durante o cultivo no biorreator. Por este motivo, 0 gene da trealose foi escolhido para
disrupcdo no genoma da cepa BAP e avaliacdo dos efeitos disto na sintese de AH. Em
relagdo a estratégia envolvendo a um aumento do nivel de expressdo génica, foi
observado que o gene hasA apresentou valores abaixo do esperado (70% em relacao
a actina) considerando que ele esta sob controle do promotor LAC4, que € o mais forte
e bem descrito em K. lactis. De forma a contornar este problema, uma estratégia
envolvendo a utilizacdo de uma Serina Integrase foi elaborada com o objetivo de realizar
a expressao do gene hasA apenas em um momento especifico do crescimento celular.
Com esta estratégia, foi hipotetizado realizar um desacoplamento do crescimento
celular com a sintese de AH, possivelmente aumentando a sintese deste ultimo. Ambos

0s resultados destas 2 estratégias estdo descritos nas sec¢des as seguir.

4.2 Disrupcéo do gene Trealose (tpsl) da cepa BAP
A trealose é um dissacarideo formado a partir da unido de 2 moléculas de glicose
através de uma ligacao a 1-1 (Figura 14). Inicialmente, a trealose era descrita como uma
molécula utilizada pelas células apenas como reserva energética (Paalman et al. 2003),
semelhante ao glicogénio, no entanto, outros estudos mostraram que a trealose é
também utilizada em mecanismos protetores nas células. A trealose é por exemplo
utilizada como uma molécula protetora contra estresses osmoéticos em E. coli (Purvis,
Yomano and Ingram 2005) e S. cerevisiae (Hounsa et al. 1998) e contra choques
térmicos em Yarrowia lipolytica (Flores, Gancedo and Petit 2011) e S. cerevisiae (Carroll
et al. 2003). Isto € possivel devido as caracteristicas quimicas da trealose, que € um
dissacarideo ndo redutor e muito estavel, suportando altas temperaturas e condicfes

de grande acidez sem ser degradada.
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Figura 14. Estrutura quimica da Trealose.

A trealose é sintetizada por um complexo chamado de complexo trealose (CT). De
acordo com a anotacdo genética de K. lactis, nesta levedura o CT é formado por 3
subunidades: TPS1 (Trealose 6-Fosfato Sintase), responsavel por catalisar a
condensacédo de 2 moléculas de glicose gerando Trealose-6-Fosfato; TPS2 (Trealose
Fosfatase), responsavel por converter Trealose 6-Fosfato em Trealose e uma terceira
subunidade sem fun¢des cataliticas, mas com fun¢des regulatérias chamada de GSS1
(Componente de um sistema de sensibilidade a glicose). Estas reac¢des estéo ilustradas,

respectivamente, como as reagdes 5, 6 e 7 na Figura 13.

Considerando os resultados obtidos a partir das andlises de transcritos (Se¢&o 4), um
cassete de disrupcéo para o gene tpsl foi montado de acordo como descrito na secéo
3.20.1 e representado na Figura 12. O cassete foi utilizado para transformacédo da cepa
BAP de K. lactis no intuito de eliminar a sintese de trealose na célula. Apenas a
eliminacdo da subunidade TPS1 do metabolismo de K. lactis € necesséaria para a
completa inutilizacdo do CT, ja que a subunidade TPS2 depende do produto formado

pela subunidade TPS1 para catalisar a reacdo de formacéo da trealose.

Apo6s transformacgéo do cassete de disrupgcdo em K. lactis e analise do crescimento de
algumas coldnias em meio contendo o antibidtico G418, a correta integracao foi
confirmada a partir de PCR com a utilizacao dos Oligonucleotideos iniciadores Trealose
Sintase Forward e Trealose Sintase Reverse (Tabela 10). O gene tpsl apresenta um
tamanho de 1.6 kb intacto e e 2.8 kb contendo a disrupcéo pelo gene kanMX (Figura 12).
O tamanho de 2.8 kb foi confirmado através de gel de agarose, tendo sido gerada a
cepa BAP Atps1.

A cepa BAP Atps1 e BAP (utilizada como controle) foi entdo crescida em meio YPD em
frasco aletado em 3 diferentes fontes de carbono a uma contracgéo inicial de 2%: glicose,
galactose e frutose. As curvas de crescimentos obtidas estdo apresentadas na Figura
15.
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Figura 15. Perfil de crescimento das cepas BAP (e) e BAP Atps1 (V) por 24 horas em meio YPD contendo (A) Glicose,
(B) Galactose e (C) Frutose.

Os dados da taxa de crescimento (Hwax), ODsoo final obtida e produgédo de AH pelas

cepas nas fermentacbes em frasco estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Taxa de crescimento (umax) € ODeoo final obtidas pelas cepas BAP e BAP Atps1 durante
crescimento em frasco em meio YPD contendo diferentes fontes de carbono. Dados calculados a partir de

média de triplicata biol6gica.

Fonte de Cepa Mmax (h™) ODeoo final Acido hialurdnico
carbono (a/l)
Glicose BAP 0,25+ 0,03 41 +2 0,45+04
BAP Atpsl 0,22 + 0,02 47 +3 0,21 +0.5
Galactose | BAP 0,21 +0,01 49+ 6 0,18+0.2
BAP Atpsl 0,22 + 0,02 38+4 0,09+0.3
Frutose BAP 0,25 + 0,02 56 +3 0,12+0.2
BAP Atpsl 0,23+0,01 49+5 0,02+0.2

Estatisticamente n&do foram observadas diferencas entre o perfil de crescimento das
cepas BAP e BAP Atps1, bem como também ndo foi observada diferencas entre a taxa
especifica de crescimento (Uuax) € ODeoo final entre as cepas analisadas nas mesmas
fontes de carbono. Em relacéo a sintese de Acido Hialurénico, houve um decréscimo na
producdo de AH de aproximadamente 54%, 50% e 83% para glicose, galactose e
frutose, respectivamente. Estes resultados indicam que a delecdo de trealose do

metabolismo de K. lactis ndo é capaz de aumentar a sintese de AH na célula.

De modo a confirmar que a disrupcdo do gene tpsl realmente resultou na eliminagéo
da sintese de trealose na célula, apos o final do crescimento em frasco foi realizada uma
extracao dos metabolitos das cepas BAP Atpsl e BAP (usada como controle) de acordo
com a Secao 3.25.2 e quantificag@o por cromatografia de acordo com a Sec¢éo 3.26.1.
Os cromatogramas dos metabdlitos extraidos das cepas BAP e BAP Atpsl, bem como

0 cromatograma de uma solucdo contendo apenas trealose (utilizada como padréo)
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estdo mostrados na Figura 16. Os cromatogramas apontam a auséncia de trealose

intracelular na cepa BAP Atpsl devido a auséncia do pico em 8,9 minutos.
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Figura 16. (A) Andlise por HPLC de uma solugdo padrdo contendo Trealose (1 g/L) diluida em agua. O pico
em 8.9 minutos representa o pico da trealose e o0 pico negativo representa o pico da agua. (B) Analise
sobreposta por HPLC da extracdo dos metabdlitos intracelulares das cepas BAP BAP Atpsl.
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Até hoje, a delecao do gene tpsl foi realizada em 4 cepas de leveduras: S. cerevisiae
(Hohmann et al. 1993), Yarrowia lipolytica (Flores, Gancedo and Petit 2011), Hansenula
polymorpha (Ogataea polymorpha) (Reinders et al. 1999) e a prépria Kluyveromyces
lactis (Luyten et al. 1993). Neste ultimo, na cepa de K. lactis Atps1 denominada JAG6 foi
observada uma incapacidade de crescimento em meio YPD agar contendo glicose, o
gue ndo ocorreu neste estudo. Ainda, na cepa JA6 foi observada uma inibicdo da fase
de crescimento em frasco quando ao meio de cultura eram adicionados pulsos de
glicose e frutose. Ap6s um crescimento inicial em galactose, a adicdo de um pulso de
3,6 g/L de glicose e frutose resultaram em uma inibicdo de crescimento de ~50% na
cepa JA6. Da mesma forma, apdés um crescimento inicial em frasco em galactose, a
adicdo de um pulso de 0,8 g/L de glicose e frutose resultaram em uma inibicdo de
crescimento de, respectivamente, 40% e 28% (Luyten et al. 1993). Todos estes dados
foram obtidos quando comparados com o crescimento da cepa JA6 sem adicdo de
pulsos, contendo apenas galactose. Em S. cerevisiae, os resultados da delegéo da
trealose também apresentaram efeitos semelhantes, j& que cepas desta leveduras sem
0 gene tpsl tornam-se completamente incapazes de crescer em meios contendo glicose
como fonte de carbono (Hohmann et al. 1993). Ainda hoje ndo esté claro porque cepas
de S. cerevisiae com a auséncia de um Complexo Trealose funcional nao conseguem
crescer em glicose, mas a principal hipétese aceita € que a primeira enzima da glicélise
(Hexoquinase) é controlada e regulada pelo CT (Jules et al. 2008). Células sem um CT
funcional possuem uma atividade de Hexoquinase descontrolada, o que acaba
inviabilizando a célula devido ao estresse metabdlico sofrido. Esta hipotese também
explica por que cepas de S. cerevisiae Atps1 conseguem crescer em frutose como fonte
de carbono, j4 que para este substrato a enzima hexoquinase nao € utilizada para

abastecer a glicélise (Jules et al. 2008).

Em relacdo K. lactis, em termos de enzimas nao é possivel explicar porque este estudo
apresentou resultados conflitantes com o estudo anterior usando a cepa JA6 de K. lactis
Atpsl. Diferente do anterior (Luyten et al. 1993), neste estudo néo foi realizado um
crescimento usando pulsos de fonte de carbono, mas sim um crescimento usando a
mesma fonte de carbono durante toda o cultivo (Figura 15). Além disto, ndo ha estudos
na literatura de caracterizacdo de enzima hexoquinase de K. lactis, sendo, portanto,
necessario mais informacgdes a respeito de uma possivel regulacdo desta enzima pela

trealose.

Os resultados obtidos neste tGpico sdo mais similares aos obtidos pelas cepas Atpsl de
Y. lipolytica (Flores, Gancedo and Petit 2011), H. polymorpha (Reinders et al. 1999). Em

Y. lipolytica, o crescimento da cepa Atpsl ndo é afetado em crescimento em glicose 2%
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em frasco. O mesmo resultado também foi observado em H. polymorpha, porém nesta
levedura foi observado que a cepa Atpsl apresentou uma taxa de sobrevivéncia 1000
vezes menor que uma cepa ndo deletada quando era aplicado um choque térmico de
56,5 °C por 1 hora, indicando que a trealose esta relacionada com a protecdo de

estresses térmicos na célula (Reinders et al. 1999).

Em relac&o aos resultados obtidos da producdo de AH pela cepa Atpsl, é hipotetizado
gue a trealose ndo seja de fato uma molécula competidora com a sintese de AH, ja que
esta molécula esta muito mais relacionada com outras fungdes regulatérias na célula do
gue como uma molécula sintetizada para uso como substrato por outras enzimas ou
como reserva energética. Durante estresses térmicos, osmoticos ou de privacdo de
nutrientes, a quantidade de trealose em células de S. cereviae pode chegar atingir até
15% do peso seco total da célula, enquanto que durante a fase exponencial de
crescimento pouca trealose é sintetizada (Lillie and Pringle 1980). Isto também significa
gue a quantidade de trealose intracelular obtida em uma célula também depende do
tempo no qual as células foram coletadas do meio de cultura, o que pode explicar a
diferenca de mais de 10 vezes obtida (Figura 13) entre os niveis do transcrito 7
(correspondente a subunidade regulatéria da trealose/ TPS3) nas analises de RT-gPCR
(realizada com células no inicio de crescimento) e RNA-Seq (realizada com células no

final do crescimento apoés 48 horas).

Finalmente, ha ainda a hip6tese de que os transcritos 5 (relacionado com a subunidade
TPS1) e 6 (relacionado com a subunidade TPS2) tenham apresentado os valores de
respectivamente 66% e 37% em relagdo ao nivel da actina devido a um estresse sofrido

durante a preparacdo das amostras durante a prévia extracdo do RNA total.

4.3 Utilizacdo de Serina Integrase como estratégia para otimizacdo da
producédo de AH

Neste estudo, uma estratégia com a utilizacdo de uma Integrase foi desenvolvida de

modo a testar o impacto da ativacao ou inativacdo da expressédo do gene hasA em

diferentes tempos de cultura na BAP de K. lactis. Esta estratégia foi desenvolvida devido

a observacdo em estudos prévios da literatura dos impactos da expressao dos genes

hasA/hasB/hasC/hasD em cepas geneticamente modificadas e brevemente explicados

nos paragrafos a seguir.

Alguns estudos com bactérias produtoras de AH mostraram que a sintese do AH e sua
consequente massa molecular dependem de especificas concentragdes intracelulares
dos 2 monbémeros precursores UDP-GIcNAc e UDP-GICUA. Em uma cepa

geneticamente modificada de B. subtilis (Jia et al. 2013), a expressdo dos genes
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hasA/hasB/hasC resultou em uma producdo de AH de 6,8 g/L contendo uma massa
molecular de 4,55 MDa, enquanto em uma cepa com a expressao dos genes hasA/hasD
foi observada uma producéo de 2,4 g/L com uma massa molecular de apenas 13,20
kDa, indicando que nesta bactéria a via do precursor UDP-GIcUA é mais limitante para
a sintese de AH tanto em termos de produg¢do como em termos de massa molecular.
Neste mesmo estudo também foi avaliada a influéncia do inicio tempo de expressao do
gene hasA durante o crescimento de B. subtilis. Através do uso de um promotor xylA
induzido por xilose, uma cepa contendo o gene hasA induzido 2 horas apdés inicio do
cultivo produziu 3,4 g/L de AH com uma massa molecular de 5,43 MDa, enquanto uma
cepa contendo o gene hasA induzido apoés 8 horas produziu um valor semelhante de
3,1 g/L, porém com uma massa molecular mutio abaixo de 8 kDa, indicando que
expressoes tardias do gene hasA resultam em cadeias com menor massa molecular.
Ambas as cepas também tiveram a expressao em conjunto dos genes hasB e hasC,
mas sem as diferengas no tempo de inducdo. Considerando que a sintese de AH é
associado com o crescimento da célula, estes resultados podem ser explicados pois
durante a fase exponencial de crescimento ha4 uma maior disponibilidade dos 2
precursores, consequentemente, uma melhor producdo pela enzima HASA. Em B.
subtilis, um tempo de cultivo menor é associado com a producao de cadeias maiores de
AH e maiores tempos séo associados com producdo de cadeias de tamanhos menores
(Jia et al. 2013).

No produtor natural S. zooepidemicus, foram realizados estudos com o crescimento da
cepa em meio contendo, separadamente, glicose e glicosamina (20g/L)(Chen et al.
2013). Na via de sintese do AH, a Glicose ao ser fosforilada em Glicose-6-P é capaz de
abastecer a via de sintese do UDP-GICUA e a glicosamina pode ser fosforilada em
glicosamina-6-P para abastecimento da via do UDP-GIcNAc (Figura 3). Nao houve
diferencas entre o rendimento de AH obtido quando comparado os crescimentos em
glicose (10,7 g/g de peso seco) e em glicosamina (10,8 g/g de peso seco). Em relacéo
a massa molecular, houve uma diminuigcdo de 1,8 MDa no crescimento em glicose para
1,5 MDa no crescimento em glicosamina. Como esperado, ocorreu um aumento na
concentracao intracelular de UDP-GIcNAc: de 0,86 g/g de peso seco no crescimento em
glicose para 1,92 g/g de peso seco no crescimento em glicosamina. Porém, no
crescimento em glicosamina ndo foi detectada concentracdo intracelular de UDP-

GIcUA, o que pode explicar porque ndo houve melhora na sintese de AH.

Em estudos envolvendo leveduras, também houve diferencas na produgdo de AH
dependendo dos genes expressos em células de P. pastoris (Jeong, Shim and Kim

2014a). Nesta levedura, os genes hasA/hasB/hasC/hasD foram super expressos em
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diferentes combina¢des com o uso de um promotor induzido por metanol. Uma cepa
contendo a super expressao dos genes hasA e hasB produziu 0,2 g/L de AH com massa
de 0,22 MDa, enquanto uma cepa contendo a expresséo dos genes hasA, hasB e hasD
produziu 1,6 g/L de AH com massa de 1,2 MDa. Ainda neste estudo, uma cepa contendo
a expresséo dos genes hasA, hasB, hasC e hasD alcancou uma producdo bastante
similar com a cepa sem o hasC (1,7 g/L de AH com massa de 1,2 MDa), indicando que
a enzima HASC ndao é limitante para a sintese de AH. Em oposto ao observado em
bactérias, o estudo envolvendo P. pastoris indica que a via UDP-GIcNAc é a mais
limitante para a sintese de AH ou que pelo menos neste microrganismo é necesséria

uma concentracao equilibrada (1:1) dos 2 precursores do AH para uma melhor sintese.

Neste estudo, o plasmideo pKLAC-AB-Intl3 (Anexo 4) construido de acordo com a
secdo 3.20.2 foi transformado em K. lactis e plaqueado em meio seletivo contendo
Acetamida como unica fonte de nitrogénio. Apds crescimento em meio seletivo, a cepa
gerada chamada de BAP-Int13 teve a integracdo dos genes hasA e hasB confirmada a
partir da realizacdo de PCR do DNA genémico com os Oligonucleotideos Iniciadores
hasAP Forward/hasAP Reverse e hasB Forward/hasB Reverse, respectivamente
(Tabela 10).

A cepa BAP-Int13 e BAP (usada como controle), foi submetida a um crescimento em
meio YPD contendo 2% de glicose. Ap6s 10 horas de crescimento, um pulso de
galactose (para uma concentragéo final de 2%) foi adicionado ao meio de cultura de
modo a realizar a indugdo do gene da Integrase 13 e consequente ativacdo da
transcricdo dos genes hasA e hasB no caso da cepa BAP-Intl13. Esta estratégia,
ilustrada na Figura 17 foi escolhida devido a hipétese de que a sintese de AH poderia ser
melhorada apds o a realizacdo de um desacoplamento entre a sintese de biomassa e a
sintese de AH pela levedura. A realizagdo de um crescimento em 2 etapas na qual a
célula pudesse primeiramente realizar uma sintese de biomassa e s6 entédo produzir AH
(apés a inversdo do gene hasA em relacdo ao promotor) poderia disponibilizar mais
eficientemente os 2 precursores UDP-GICUA e UDP-GIcNACc para a enzima HASA. Além
disto, também ja foi relatado (V. Gomes et al. 2019) que na cepa BAP de K. lactis existe

uma prolongacéo da fase lag quando a cepa produz AH.
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Indugao do gene Integrasel3 com galactose

T ) -

Oligo1 Oligo 3 Oligo 2 Oligo4 Oligo5 Oligo 7 Oligo 6 Oligo 8

Figura 17. Representagdo do DNA genémico da cepa BAP-Int13 contendo os genes hasA e hasB antes e apds indugdo
por galactose do promotor LAC4. Uma lista de 8 Oligonucleotideos iniciadores e seus locais aproximados de
ancoramento é também apresentado na figura.

As curvas de crescimento em frasco das cepas BAP-Int13 e BAP estdo mostradas na

Figura 18.

OD 600
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Figura 18. Perfil de crescimento das cepas BAP ( [ | ) e BAP-Int13 ( [ ] ) apds crescimento de 24 horas em frasco
contendo 2% de glicose. A seta preta indica o momento no qual galactose a uma concentragdo final de 2% foi
adicionada ao frasco para indugdo do gene da Integrase 13. Dados obtidos a partir de média de triplicata bioldgica.
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Os dados da taxa de crescimento (max), ODsoo final e producdo de AH guantificado pelo
método carbazol obtido pelas cepas BAP e BAP-Int13 nos crescimentos em frasco estao
apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Taxa de crescimento (umvax), ODeoo final obtida e producdo de AH pelas cepas BAP e BAP-Int13
apos crescimento em frasco.

Cepa Mmax (h1) ODeoo final Acido hialurénico (g/L)
BAP 0,29+£0,01 44 + 2 0.49+£0.3
BAP-Int13 0,30 +£0,01 43 +3 0.57+0.5

Como observado nos resultados acima, ndo houve diferencas estatisticas no
crescimento, ODeoo final e sintese de AH entre as cepas BAP e BAP-In13. Estudos
realizados com a cepa BAP de K. lactis mostraram que, em comparacdo com uma cepa
selvagem, nesta cepa a sintese de AH ocasiona uma diminuicdo do rendimento de
biomassa gerada a partir de glicose em ~20% e consequentemente uma reducao na
ODesoo final (V. Gomes et al. 2019). Caso houvesse uma ativacdo da transcricdo dos
genes hasA e hasB na cepa BAP-Int13 apds inducédo com galactose, era esperada uma

mudanca no perfil de crescimento da cepa ap0s este tempo.

De modo a confirmar que os genes hasA e hasB estavam de fato em sentido oposto aos
seus respectivos promotores antes da indug&o por galactose, foi coletada uma amostra
no tempo 2 h (Figura 18) durante o crescimento da cepa BAP-Int1l3 e desta extraido o
DNA genbmico para analise da direcionalidade dos genes por PCR. A direcionalidade
do gene hasA foi verificada a partir de PCR com os Oligonucletideos Iniciadores 1, 2 e
3 (Figura 17) e analisados em gel de agarose representado na Figura 19. A partir do gene
hasA foi observada a ocorréncia da amplificacdo de um fragmento de 2833 pb gerado
pelos oligonucleotideos Iniciadores 1 e 2, indicando, portanto, que o gene estava na
orientacdo correta para expressdo a partir do promotor pTEF desde o inicio do
crescimento. Caso 0 gene estivesse em orientacdo oposta ao promotor, ndo deveria
haver ocorréncia de amplificacdo com os oligonucleotideos Iniciadores 1 e 2, mas sim
a ocorréncia de amplificacdo de um fragmento de 1192 pb a partir da utilizacdo dos
oligonucleotideos Iniciadores 1 e 3 (Figura 17), 0 que ndo aconteceu. Na Tabela 10,
oligonucleotideos iniciadores 1, 2 e 3 correspondem respectivamente as sequéncias

Cas hasAP Forward, hasAP Forward e hasAP Reverse.
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Figura 19. Andlise em gel de agarose da direcionalidade do gene hasA na cepa BAP-Int13. A esquerda da foto pogo
contendo o marcador de peso 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen). Pogo 1 mostra a PCR do plasmideo pKlac-AB-Int13 (usado
como controle) com os Oligonucleotideos Iniciadores 1 e 3; Pogo 2 mostra a PCR do plasmideo pKlac-AB-Int13 (usado
como controle) com os Oligonucleotideos Iniciadores 1 e 2; Po¢o 3 mostra a PCR do DNA genémico da cepa BAP-Int13
com os Oligonucleotideos Iniciadores 1 e 2; Pogo 4 mostra a PCR do DNA genémico da cepa BAP-Int13 com os
Oligonucleitideos Iniciadores 1 e 3.

Em estudo muito semelhante com a utilizacdo da mesma Integrase-13 em células de O.
polymorpha produtoras de AH (cepa EMB103), houve uma sintese de AH de 197,76
png/mL de AH sugerindo que a enzima Integrase conseguiu realizar a troca de sentido
do gene hasA, porém néo houve diferenca significativa entre esta cepa EMB103 e uma
cepa sem a presenca de integrases (EMB102) que produziu 151,20 pg/mLde AH
(Manfréo-Netto et al. 2021).

Na cepa BAP-Intl13, o gene da Integrase foi colocado sob controle do promotor LACA4.
Como ja discutido na introducdo deste trabalho, alguns estudos ja mostraram que o
gene da enzima B-galactosidase foi ativado em niveis basais mesmo na auséncia do
indutor em meio de cultura contendo glicose (Flores et al. 2000; Spohner et al. 2016). A
partir disto, é hipotetizado que a glicose presente nas pré-culturas ou no inicio da

fementacdo da cepa BAP-Int1l3 foi responsavel por ativar a expressdo do gene da
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Integrase 13, responsavel por colocar os genes hasA e hasB em posi¢cbes de ativagao
desde o momento da coleta da amostra.

4.4 Andlise de fluxo metabdlico com carbono marcado *Cs
De modo a realizar a analise dos fluxos metabdlitos de K. lactis e sua relacdo com o
metabolismo de AH, neste estudo a cepa BAP foi crescida em Bioreator em batelada
contendo meio YNB como descrito na Secado 3.24. O perfil de crescimento da cepa no
biorreator € apresentado na Figura 20 .
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Figura 20. Perfil de crescimento da cepa BAP apds crescimento em Bioreator em batelada em meio YNB. A seta preta
indica o ponto no qual foi aplicado um pulso de glicose contendo carbono 3Ce marcado no biorreator a uma
concentragdo final de 10% em relagdo a glicose total contida no meio. A seta verdes indica o ponto coletado para
andlise dos metabdlitos intracelulares e extracelulares e utilizados na andlise de fluxo metabdlico. Resultados obtidos
de média de duplicata bioldgica. 'representa Biomassa;. representa glicose; v representa glicerol; & representa
acetato e @ representa etanol.

Os dados de crescimento, rendimentos e producgéo de AH obtidos a partir desta batelada
estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Dados de taxa de crescimento médxima (Umax), Biomassa final (g/L); Acido Hialurénico produzido

(g/L), além dos rendimentos de glicerol, acetato e biomassa obtidos do crescimento das células em
batelada em meio YNB pela cepa BAP de K. lactis.

Hmax (hl) Biomassa AH (g/L) Y Glicerol/Glc Y Acetato/Glc Y Biomassa/Glc
Final (g/L)
0,2671+0,05 | 15,7+3,8 | 0,3+0,3 0,02+0,01 | 0,006 +0,001 | 0,47 +0,06
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Como observado nos resultados acima, houve uma produgéo de AH pela cepa BAP,
porém sem significAncia estatistica e muito menor que os obtidos em bateladas
realizadas com o mesma cepa em meio nao definido YPD (1.89 g/L) (V. Gomes et al.
2019). Como ja mostrado em estudos anteriores com cepas de S. zooepidemicus a
utilizacdo de meios complexos resulta em uma melhor produgcédo de AH (Chen et al.

2012), porém devido a razfes ainda néo elucidadas.

Antes dos célculos dos fluxos metabdlicos, foi realizada uma andlise da composi¢éo da
biomassa de K. lactis, de forma a fornecer dados mais robustos para as andlises do
software. Os resultados da analise elementar dos principais constituintes de biomassa

da cepa BAP estédo apresentados na Figura 20.
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Figura 21. Composi¢do elementar da cepa BAP de K. lactis

Os resultados da composicdo de biomassa estdo de acordo com outros resultados

obtidos em leveduras, como em Komagataella phaffii (P. pastoris) (Carnicer et al. 2009).

Os fluxos medidos a partir da utilizac&o de glicose com carbono **C¢ marcado para todas
as reacdes de K. lactis estao representados no Anexo 8 e os principais valores de fluxos

relacionados com a sintese de AH estdo sumarizados no mapa metabdlico da Figura 22.
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Figura 22. Andlise de fluxo metabdlico dos metabdlitos intracelulares da cepa BAP apds 24 horas de crescimento em
meio YNB em crescimento em batelada determinados por GC-MS. Os dados foram obtidos apds utilizagdo de glicose

contendo carbono marcado. Os valores de fluxos estdo determinados como porcentagem considerando a entrada de
glicose na célula como 100%, ou 1.

Embora tenham sido obtidos resultados para as principais rea¢des estudadas, durante
a analise estatistica ndo foi possivel averiguar os intervalos de confianca de cada fluxo.
O software utilizado para a analise (13cflux2) acusou grandes variacGes estatisticas
durante os calculos, o que sugere insuficiéncia na quantidade de dados experimentais
suplementados ou construgcdo incoerente do modelo metabdlico. Os fluxos obtidos
demonstram a grande competicdo que ocorre por carbono para a sintese dos
precursores do AH, como uma distribuicdo similar de fluxos pelas reagbes que
sequestram carbono da glicélise no nodo de glicose-6-fosfato. Além disso, também ha
auséncia de fluxos no ciclo do Ciclo de Krebs, o que é impossivel uma vez que a
levedura foi analisada durante condi¢cdo aerobica. Por fim, a via de produgéo de um dos

precursores de AH esta sem fluxo o que sugere uma impossibilidade na producédo do
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polimero, no entanto, a cepa produziu AH (Tabela 18), o que reforca mais uma vez a

necessidade de mais dados experimentais para tornar o modelo mais robusto.

Em um resultado concordante com os obtidos pela analise do nivel de transcritos (Figura
13), foram obtidos valores muito baixos préximos de 0 nos fluxos dos metabdlitos
competidores com a sintese de AH (1,3-B-D-Glucana, Amilose e Quitina). Apenas a
sintese de trealose apresentou valores um pouco mais altos de fluxo (39%), porém,
como j& discutido nos resultados da cepa BAP Atpsl, a trealose pode ndo ser uma
competidora com a sintese de AH por estar envolvida com outros processos fisioldgicos

na célula.

K. lactis é uma levedura com efeito Crabtree negativo e ndo produz etanol em condi¢gbes
aerdbias, no entanto, como mostrado em prévio estudo (V. Gomes et al. 2019) a cepa
BAP é capaz de produzir etanol durante a sintese de AH, o que explica a presenca de
fluxos (6,1%) para etanol nesta cepa. Como discutido na introducédo deste trabalho,
varios estudos sugerem que em K. lactis existe uma maior dependéncia pela
metabolizacdo da glicose através da via das pentoses fosfato (Tarrio et al. 2005, 2006),
0 que explica os valores de fluxo obtidos nos nodos da glicose-6-P (34%) e frutose-6-P
(12%) que se ligam a VPF.

Estes resultados sugerem que, embora em K. lactis exista um fluxo para a sintese dos
2 precursores do AH, esta sintese pode ser melhorada através de estratégias que
envolvam o desvio de carbono da glicélise para a sintese de AH, por exemplo, através
de super expressdes dos genes que codificam as enzimas UDP-Glicose Pirofosforilase
(Glicose-1-P - UDP-Glicose) e Frutose-6-P Amidotransferase (Frutose-6-P -
Glicosamina-6-P).

Ainda, é importante salientar que uma das premissas que precisam ser respeitadas para
a realizacdo de uma AFM esta na consideracdo de que a célula em estudo estd em
estado estavel de crescimento, ou seja, que durante a andlise a célula esta mantendo
uma taxa constante de consumo e producao de seus metabdlitos. Idealmente, AFMs
sdo realizados em fermentadores com operac¢ao continua (quimiostatos), que séo
capazes de assegurar esse estado celular. Neste estudo, a AFM foi realizada a partir de
um crescimento em batelada alimentada, o que também pode explicar a baixa confianca
obtida nos dados. Estudos posteriores realizados em quimiostato e com mais replicatas

biol6gicas sdo necessarios.

A partir do conjunto de dados obtidos (Morais 2020) e mostrados no Anexo 8, foram

realizados testes in silico para a determinacdo de possiveis reagfes limitantes da
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sintese de AH. De todas as delecdes realizadas, apenas 2 destas resultaram em um
aumento consideravel (>10%) no fluxo da sintese de AH. A primeira reacdo foi a
producdo de biomassa, cuja delegdo aumentou em 62% a sintese de AH. A segunda
reacao foi a reacdo de manutencdo de ATP celular, cuja delecdo aumentou em 22% a
sintese de AH. Ambos os resultados foram esperados ja que a sintese de AH é um
processo celular que compete diretamente com o crescimento celular e exige muita
energia na forma de ATP como comprovado em estudos prévios (Yoshimura et al.
2015).

Finalmente, também foram feitas andlises in silico de dele¢cbes ndo apenas de genes
Unicos, mas de fluxos metabdlicos inteiros para uma avaliacdo do impacto disto na
sintese de AH. A avaliacdo da represséo da glicélise (Figura 23) e da via das pentoses

fosfato (Figura 24) estdo representadas a seguir:

0.21

E 0.205

Figura 23. Impacto das mudangas do fluxo da glicdlise (gly) no fluxo da sintese de dcido hialurénico, ambos os fluxos
estdo mmol-gDw-h2,
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0.05

PPP

Figura 24. Impacto das mudangas do fluxo da via das pentoses fosfato (ppp) no fluxo da sintese de dcido hialurénico,
ambos os fluxos estdo mmol-gDw1-h1,

Como visto na Figura 23, niveis de fluxo da glicélise muito altos ou muito baixos néo
resultam na melhor sintese de AH. Este resultado pode ser explicado pois a glicélise é
utilizada pela levedura para crescimento e geracdo de energia. Fluxos muito baixos
podem acarretar na morte da célula e inviabilidade da sintese de AH e fluxos muito altos
ocasionam um desvio do fluxo de carbono da sintese de AH. J& em relacdo a via das
pentoses fosfato (Figura 24), é indicado que quanto maior o fluxo para esta via menor o

fluxo da sintese de AH, ja que esta funciona como uma via competidora.
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5. Conclusfes e Perspectivas
Ap6s o desenvolvimento de cepas microbianas geneticamente modificadas produtoras
de AH, diversos estudos vém usando estratégias de engenharia metabdlica e biologia

sintética para o melhoramento desta produtividade.

Neste estudo, a cepa BAP néo foi capaz de sintetizar AH em valores maiores que o
obtido pelo trabalho original (V. Gomes et al. 2019). Porém os resultados aqui presentes
indicam algumas limitacBes nessa cepa, podendo servir de base para melhorar a

producao de AH nesse organismo.

A cepa BAP com o gene da trealose deletado (BAP-Atps1) ndo conseguiu produzir mais
AH que a cepa parental provavelmente devido a trealose ndo possuir valores de fluxo
altos suficientes para serem considerados como limitantes para a sintese de AH. Ainda,
a trealose é considerada uma molécula associada mais com fun¢gBes regulatorias na
célula do que com func¢des de consumo para obtencao de energia. Finalmente, estudos
de fisiologia de K. lactis sdo escassos na literatura e estudos anteriores com a disrupc¢ao
do gene tpsl apresentaram resultados contraditorios (Luyten et al. 1993) com os

apresentados aqui.

Os resultados obtidos com a cepa contendo o gene da enzima Integrase-13 também
nao serviram para um melhoramento da sintese de AH. Porém, a estratégia envolvendo
a enzima Integrase pode ser melhor utilizada em estudos posteriores para o controle de
genes envolvidos com a competicdo da sintese de AH, como 0s genes responsaveis
pela Quitina Sintase ou de alguns intermediarios da glicélise. A utilizacdo de uma
estratégia contendo Integrase para a ativagdo/inativacdo da Quitina Sintase ou outro
metabdlito envolvido com a sintese de parede celular, por exemplo, pode aumentar a
sintese de AH desacoplando de uma forma mais eficiente a sintese de biomassa da
sintese de AH. Esta estratégia pode ser eficiente considerando que uma completa
inativacao (disrupgéo) do gene da Quitina Sintase, por exemplo, pode matar a célula e

deixa-la ndo viavel devido ao afrouxamento da parede celular.

Os valores dos niveis de transcricdo obtidos neste estudo também mostraram que os
metabdlitos usados na sintese de parede ndo sdo grandes competidores com a sintese
de AH, mas que, considerando niveis de transcricdo semelhantes com niveis de
traducéo, existe uma grande limitacdo nas enzimas que conectam os nodos da glicolise
com a sintese dos 2 precursores (UDP-GIcUA e UDP-GIcNAc). De modo a superar este
problema, estratégias envolvendo a super-expressao dos genes que conectam a via da
glicélise com a via de sintese de UDP-GIcUA e UDP-GIcNAc podem ser utilizadas de

modo a desviar o fluxo de uma forma mais eficiente para esta sintese.
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Este estudo também foi o primeiro a realizar uma analise de fluxo metabdlico em uma
levedura produtora de AH e um dos primeiros na literatura a realizar analise de fluxo em
K. lactis, bem como uma analise elementar de suas células. A partir destes resultados
também foi possivel observar que existe uma limitagdo da sintese de AH ocasionada
por um fluxo insuficiente de carbono para os ramos de sintese dos 2 precursores UDP-
GIcUA e UDP-GIcNAc a partir da glicélise. Estratégias envolvendo por exemplo o uso
de Integrases para a supressao de genes da glicélise ou de sintese de constituintes de
parede celular podem ser aplicadas para um melhoramento da sintese de AH em
estudos posteriores. Uma alternativa é também a inser¢do de novas cépias dos genes

hasA na cepa BAP, tanto de classe Il como de classe Il.

Diversas outras estratégias podem também ser utilizadas para um melhoramento da
sintese de AH na cepa BAP, ndo apenas envolvendo a adi¢do ou delecao de genes,
mas também envolvendo mudancgas durante o crescimento das células. Em bactérias,
estresses ocasionados na célula por temperaturas altas de crescimento ou adicdo de

antibioticos tendem a gerar células capazes de produzir AH com cadeias maiores.
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6. Publicacdes Relevantes
Dentre os artigos cientificos publicados durante este trabalho estdo: (1) o trabalho
envolvido na descricdo e caracterizacdo do AH produzido pela cepa BAP de K. lactis e
o (2) trabalho envolvido na descricdo dos resultados da delecdo do gene da trealose
(tpsl) em K. lactis. Ambos os trabalhos estdo apresentados, respectivamente, nos

Anexos 9 e 10.
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8. Anexos

Anexo 1
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Figura 25. Mapa do Plasmideo pUG6.
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Anexo 2
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Figura 26. Mapa do plasmideo pGEM-tps1.

107



Anexo 3
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Anexo 4
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Anexo 5

Tabela 19. Sequéncias attB e attP reconhecidas pela Integrase utilizadas neste estudo. Em vermelho estéo destacados
os sitios de clivagem. Sequéncia origindria de Bacillus cytotoxicus cepa NVH 391-98. Numero NCBI: YP_001376196.

Sitio | CGCATACATTGTTGTTGTTTTTCCAGATCCAGTTGGTCCTGTAAATATAAGCAATCCATGTGAGT
attP

Sitio | CAATAACGGTTGTATTTGTAGAACTTGACCAGTTGTTTTAGTAACATAAATACAACTCCGAATA
attB
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Anexo 6
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Figura 29. Expressdo relativa dos transcritos dos 20 genes analisados neste estudo em relagdo a actina. Caixas brancas
simbolizam os valores obtidos por RNA-Seq e caixas cinzas simbolizam os valores obtidos por RT-gPCR. Dados obtidos
a partir de triplicata bioldgica.
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