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INTRODUGAO

A tecnologia do DNA recombinante revolucionou a biotecnologia ao demonstrar a possibilidade de expressar
genes de forma heterdloga, ou seja, em organismos que ndo os possuem naturalmente. Com essa ferramenta se
tornou possivel a produgdo de compostos de interesse em organismos com caracteristicas mais adequadas, além
de possibilitar a modificagéo eficiente dos atributos genéticos da fabrica celular para otimizar seu desempenho.
Essa abordagem tem grande relevancia para produgao de proteinas devido ao interesse crescente em estratégias
eficientes para sua produgdo, especialmente relacionado a sua ampla aplicagdo na industria de farmacos,
cosméticos, alimentos e biocombustiveis (GLICK; PATTEN, 2022; NTANA et al.,2020).

Existe uma diversidade de fabricas celulares que podem atuar como sistemas de expressao heteréloga, sendo
as principais: bactérias, leveduras, fungos filamentosos e células de mamiferos. Para escolha dessas plataformas
€ essencial considerar suas vantagens e desvantagens de acordo com o tipo de proteina a ser produzida e sua
finalidade (DUMAN-OZDAMAR; BINAY, 2021; POURESMAEIL; AZIZI-DARGAHLOU, 2023).

As células de mamiferos sdo muito utilizadas na produgéo de proteinas para a area farmacéutica devido a
similaridade com proteinas humanas (NTANA et al.,2020). As bactérias s&o interessantes para produgao de
proteinas devido ao seu rapido crescimento e facil transformacédo, porém fatores como modificagdes pos-
traducionais e a capacidade de secregéo séo limitantes para alta produgao de proteinas recombinantes (DUMAN-
OZDAMAR; BINAY, 2021). Por fim, fungos filamentosos sdo adequados para produgdo de proteinas mais
complexas e apresentam maior eficiéncia na secrecdo de proteinas, devido sua atividade decompositora,
modificagdes pods-traducionais, além do baixo custo de cultivo, sendo assim, estabelecidos como fabricas celulares
na produgao de proteinas recombinantes (MEYER at al., 2020; LIU et al., 2023).

Dentre os fungos filamentosos, o género Aspergillus é responsavel por 50% da producéo de enzimas utilizadas
na industria alimenticia (LIU et al., 2023). Dentre suas espécies, Aspergillus oryzae é muito utilizado por ser
designado Generally Recognized as Safe (GRAS) concedido pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) (He
et al.,, 2019). Uma das vantagens para o uso dessa espécie na produgédo de proteinas € a baixa produgéo de
metabdlitos secundarios em contraste com a alta produgédo de enzimas em condigbes industriais controladas de
crescimento (LIU et al., 2023; FRISVAD at al., 2018).

Entretanto, para o melhor rendimento de proteinas recombinantes, € necessario analisar as limitagdes
biossintéticas da célula durante etapas como: transcrigdo, tradugdo, enovelamento, transporte, secregéo e
degradacgédo (JIN et al., 2021). Para superar tais limitagbes séo utilizadas técnicas de engenharia genética para
atingir um alto nivel de expressao do gene, por exemplo otimiza¢do de cddons, engenharia de glicosilacao e uso
de promotores, nativos ou sintéticos, sendo induziveis ou constitutivos (NTANA et al., 2020).

Promotores de genes que codificam enzimas hidroliticas, especialmente amilases, sdo amplamente utilizados
para promover altos niveis de expressado de proteinas recombinantes. Dentre eles, os mais aplicados sdo o
promotor do gene da a-amilase (PamyB) e o promotor do gene da glucoamilase (PglaA) (JIN et al., 2021; TANAKA,;

XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP - 2025 1



GOMI, 2021). Esses apresentam como vantagem sua elevada expressao génica, e sua natureza induzivel,
permitindo a separagao entre a fase de crescimento e a fase de producao de proteinas de interesse por meio da
adicéo do substrato indutor ao meio de cultivo (LIU et al., 2023; TANAKA; GOMI, 2021).

Apesar das vantagens, a caracteristica induzivel desses promotores também pode representar uma limitagéo.
O uso dos mesmos promotores que controlam a expressdo das amilases leva a produgdo simultanea dessas
enzimas e da proteina de interesse, o que pode gerar competicdo por recursos celulares durante a sintese proteica.
Além disso, a utilizagdo de substratos indutores pode elevar significativamente os custos de cultivo (DALVIE et al.,
2024; RANTASALO et al., 2018).

Nesse contexto, o uso de promotores sintéticos surge como uma alternativa promissora, especialmente
aqueles cuja atividade € independente de indutores e que resultam em niveis de expressdo génica iguais ou
superiores aos dos promotores convencionais. Essa abordagem permite o cultivo em meios mais econémicos e
que ndo induzem a produgdo excessiva de proteinas enddgenas, contribuindo para reducdo da sobrecarga
metabdlica e, potencialmente, para o aumento do rendimento da proteina de interesse, além de diminuir custos
associados a sua purificagdo (DALVIE et al., 2024; RANTASALO et al., 2018). O sistema de expresséao sintético
(SES) desenvolvido por Rantasalo et al. (2018) apresenta essas caracteristicas, obtendo sucesso na sintese de
proteinas recombinantes nos fungos filamentosos Aspergillus niger e A. oryzae com niveis de expressao superiores
aos alcangados por promotores nativos amplamente utilizados, como o promotor do gene gpda (Pgpda) e PamyB.
Além disso, o sistema foi desenvolvido com o objetivo de ser universal, ou seja, aplicavel a diversos microrganismos
eucariotos sem a necessidade de otimizag&do de acordo com o hospedeiro e para isso tem minima interferéncia da
regulacdo da expressao génica enddgena, alcangado pelo uso de fatores de transcrigao sintéticos. (RANTASALO
et al., 2018; REKDAL et al., 2024).

SES é composto por dois cassetes. O primeiro responsavel pela sintese constitutiva do fator de transcrigdo
sintético (sTF) por meio de um core promoter fraco universal. O segundo cassete é responsavel por niveis altos e
ajustaveis de expressao do gene alvo por meio de um promotor forte dependente do sTF. Este € composto por
sitios de ligacdo para o fator de transcricdo, sendo que a presenga de oito sitios resulta no maior nivel de
transcrigdo (RANTASALO et al., 2018; REKDAL et al., 2024).

Diante desses resultados, a inser¢do do SES em A. oryzae se mostra uma estratégia promissora para
aumentar a eficiéncia na produgéo de proteinas recombinantes, além de reduzir custos de cultivo. O atual trabalho
tem como objetivo aplicar esse sistema para produgéo da proteina recombinante albumina bovina em A. oryzae.

METODOLOGIA
1. Desenho do cassete SES-BSA

O desenho do cassete foi feito como uma unica molécula de DNA, na qual estavam presentes oito sitios de
ligagdo especificos para o fator de transcricdo associados ao core promoter An_201cp, formando um promotor
constitutivo forte. Junto a eles estd o gene responsavel por codificar a BSA (GenBank: AF542068.1) contendo o
peptideo sinal G/laA e uma cauda de histidina, e o terminador Sc_ ADH1t. Nessa mesma molécula esta presente o
core promoter An_008cp, o gene codificador do fator de transcricio Bm3R1, e o terminador Tr TEF1t
(RANTASALDO et al., 2018). Na regido upstream dos sitios de ligagdo foram adicionados 500 pares de base de
homologia ao sitio de integracdo IS7 de A. oryzae, o mesmo foi feito downstream do terminador Tr_TEF1t, para
possibilitar a inser¢do do cassete nessa regido do genoma do fungo por reparo por recombina¢gdo homadloga
(Figura 1) (JARCZYNSKA et al., 2021).

Alb_conf_fwd

—_—

- ISTUP

Sc_ADH1t An_008 cp Tr_TEF1t

-~

1S1_down_rev

FIGURA 1. Representagéo esquematica do cassete SES-BSA. Sendo, IS1 UP/DOWN - regido de homologia com o sitio de integracéo IS1 presente no genoma do
A. oryzae; BS - sitios de ligagéo ao fator de transcrigdo; BSA - gene da albumina bovina com peptideo sinal GlaA e cauda de histidina; Bm3R1 - gene do fator de
transcrigdo Bm3R1; An_201 cp e An_008 cp - core promoters; Sc_ADH1t e Tr_TEF1t - terminadores. Alb_conf_fwd e I1S1_down_rev — primers utilizados para
confirmar a subclonagem de bsa no cassete.
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2. Sintese do cassete SES-BSA

O cassete foi sintetizado quimicamente e inserido em um plasmideo pUC57 pela empresa FastBio (pSES),
exceto o gene bsa com o cédon otimizado para expressdo em A. oryzae. A partir do plasmideo pUC57ALB ja
disponivel em laboratério, esse gene foi amplificado por PCR pelos primers SES002 e SES003 e foi subclonado
no pSES linearizado por PCR a partir dos primers SES004 e SES005 (Figura 2).

SESD04

A ——
- IST UP BS I Bm3R1 151 DOWN  —
An_201cp Sc_ADH1t An_008 cp Tr_TEF1t
-
SES005
B SES002
—_—
— ISTUP 151 DOWN e
Pglas Ttrpc
-

SESO03

FIGURA 2. (A) Representagdo esquematica do cassete presente em pSES. Para subclonagem de bsa otimizada para expressdo em A. oryzae esse vetor foi
amplificado a partir dos primers SES004 e SES005, ambos contém uma regido de homologia com o gene bsa possibilitando a fusdo por homologia. (B)
Representacédo esquematica do cassete presente em pUC57ALB. Para subclonagem de bsa o gene foi amplificado pelos primers SES002 e SES003.

3. Clonagem

As amplificagdes dos fragmentos foram feitas via PCR com DNA polimerase X7 e CloneAMP, os primers
utilizados estao indicados na Tabela 1 e Figuras 2 e 4. Para visualizagdo dos fragmentos foi feita eletroforese com
gel agarose 0,8 a 2% corado com UniSafe. Adi¢cdo de gel load 6x nas amostras e uso do marcador O’Gene Ruler
1 kb e 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen. Os fragmentos foram purificados pelo Kit Monarch PCR & DNA
Cleanup seguindo o protocolo do fabricante e quantificados por Nanodrop. A jungéo dos fragmentos foi feita com
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit 2x com a proporgéo de 1:1 de vetor e inserto para concentragdes entre
70 a 130 ng/ul e incubagéo a 50°C overnight. Apos a construgéao foi feita a reagéo do plasmideo com 1ul de dpn1
e 1ul de Tango a 37°C por 2 horas, a enzima foi desativada a 80°C por 20 minutos apds a reagédo. Todos os
plasmideos foram propagados em Escherichia coli DH5a por choque térmico e cultivo em LB com 0,1% de
ampicilina a 37°C overnight (170 rpm). Extracdo de plasmideos pelo Monarch Plasmid Miniprep Kit com os
seguintes ajustes ao protocolo: metade do volume dos buffers 1, 2 e 3 quando o cultivo da bactéria era feito em 1
ml, eluicdo em 30 ul de Elution Buffer a 60°C com tempo de reacdo de 15 minutos. Para confirmacg&o da clonagem
foram feitos PCR, restricdo enzimatica e sequenciamento. Para PCR foi utilizada a mistura para PCR NEX TUPAM
TAQ e a DNA polimerase X7, e os primers indicados na Tabela 1 e Figura 1. Para restricdo enzimatica foi utilizada
a enzima Nhel a 37°C por 40 minutos. O sequenciamento foi feito pelo laboratério Lactad.

Tabela 1. Primers utilizados no estudo.

e o . A Cauda de
Identificacéo Tipo Sequéncia homologia
Alb_conf fwd Foward TGTGGACAAATGCTGCGCAG Ausente
IS1 down rev Reverse GCACCGGGTCAATGTCGCAA Ausente

SES_002 Foward ATGTCGTTCCGATCTCTACT Ausente
SES 003 Reverse TAGTGGTGGTGATGATGGTG Ausente
SES_004 Foward ACCATCATCACCACCACTAACGAATTTCTTATGATTTATG bsa

SES_005 Reverse AGTAGAGATCGGAACGACATTTTTAATTAATAATTGTAGTA bsa

SES_012 Foward AGGGTTGATATTGCGTTCTCTTTTCTTAAGAATATG Ausente
SES 009 Reverse CATATGTTCGAGGCAAGTAG Ausente
SES_010 Foward CTACTTGCCTCGAACATATGTTCGGGGTACCCCGTAATGC IS1UP
SES_011 Reverse | CATATTCTTAAGAAAAGAGAACGCAATATCAACCCTCGGAATGAACC Ausente

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Clonagem da BSA

Para a subclonagem de bsa no plasmideo contendo os componentes do SES os fragmentos foram amplificados
por PCR (Figura 3A e 3B) e fusionados por NEBuilder Assembly. Apés a transformacgéo da construgdo em bactéria,
uma colénia foi confirmada por PCR (Figura 3C) e por digestdo enzimatica com Nhel (Figura 3D). Esse plasmideo
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foi sequenciado por Sanger e contém a sequéncia de bsa correta.

A

1,5kb [

kb [

FIGURA 3. Gel de agarose 1% corado com Unisafe. (A) Fragmento de bsa amplificado por PCR a partir dos primers SES002 e SES003 (1856 bp). (B) pSES
(pSES-BSA sem o gene bsa) amplificado por PCR com os primers SES004 e SES005 (5514 pb). (C) Confirmacéo por PCR da bactéria transformada com pSES-
BSA (colbnia 17). Controle positivo (C+) = pUC57ALB (1 kb). Controle negativo (C-): pSES (sem amplificagdo). Para a col6nia transformada com pSES-BSA
obtivemos um fragmento de 1780 pb como esperado, foram utilizados os primers Alb_conf_fwd e 1IS1_down_rev. (D) Confirmacédo da bactéria transformada com
PSES-BSA (colonia 17) por restrigdo com Nhel. Controle negativo (C-): pSES (digestdo em um unico sitio de restricdo). As colonias 1 e 2 apresentaram padrao
semelhante ao controle negativo. A coldnia 17 apresentou fragmentos (5 kb e 2,5 kb) conforme esperado para pSES-BSA.

2. Modificagao dos sitios de ligagao

Por conter muitas sequéncias repetitivas a sintese quimica da regido contendo os sitios de ligagado nao foi
possivel, mesmo apds a reorganizagao da sua ordem e redugdo para seis sitios. Diante dessa dificuldade
decidimos modificar o cassete inserindo espagadores diferentes entre cada sitio de ligagdo, como foi feito por
Rekdal et al. (2024) (Figura 4). A regido dos sitios de ligagdo contendo os espagadores, homologia com o promotor
An_201cp e uma regido de sequéncia aleatodria para anelamento de primer, foi sintetizado quimicamente em um
plasmideo pUC57 pela empresa FastBio, e sera subclonada no cassete. Para isso os fragmentos foram
amplificados por PCR (Figura 5) e ser&o fusionados por NEBuilder Assembly.

- IST UP I51 DOWN  —
Sc_ADH1t An_DOE cp Tr_TEF1t
SESQ12
—
= IS1 UP 151 DOWN
An_207cp Sc_ADH1t An_DOB cp Tr_TEF1t
-
SESD0S

FIGURA 4. (A) Representacdo esquematica do cassete SES-BSA com a alteragdo na regido dos sitios de ligagéo (SES-BSA-ES). Houve a redugao para seis sitios
e a adicdo de diferentes sequéncias espagadoras entre cada um deles. (B) Representagdo esquematica do cassete SES-BSA sem regido do sitios de ligagao
devido a dificuldade de sintese dessa regido. Para subclonagem dos sitios de ligacdo com espagadores o vetor foi amplificado a partir dos primers SES012 e
SES009. (C) Representagdo esquematica da regido do sitio de ligagdo com espagadores, regido de homologia com promoter An_201cp e regido aleatéria para
anelamento de primers (A). Para amplificagdo deste fragmento e subsequente clonagem no vetor pSES-BSA foram utilizados o primer SES010 (contém homologia
a IS1UP) e o primer SES011.
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FIGURA 5. (A) Gel de agarose 2% corado com Unisafe. Amplificagéo por PCR do fragmento BS contendo
o sitio de ligacdo, espagadores e regides de homologia ao vetor SES-BSA (286 pb), foram utilizados os
primers SES010 e SES011. (B) Gel de agarose 0,8% corado com Unisafe. pSES-BSA amplificado por
PCR com os primers SES009 e SES012 (7186 pb).

CONCLUSOES

Até o presente momento a sintese do cassete para expressao de bsa a partir do SES nao foi concluida, portanto
ainda nao foi possivel testar o sistema. Essa etapa permanece em execugdo devido a complexidade da regidao dos
sitios de ligagéo, que apresenta muitas sequéncias repetitivas. Diante dessa dificuldade a redugéo e reorganizagéo
desses sitios foi testada, contudo essas estratégias nao foram eficientes. Atualmente uma abordagem alternativa
esta sendo desenvolvida, baseada na insercdo de espacadores diferentes entre cada sitio de ligagdo. Essa se
revelou extremamente promissora, uma vez que possibilitou a sintese quimica da regido e a amplificacdo do
fragmento para subclonagem no vetor contendo os componentes SES e o gene bsa. Demais experimentos estao
sendo conduzidos no momento para finalizar a sintese do cassete.
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