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RESUMO

Estudos genéticos envolvendo a busca, clonagem e expressdo de genes codificadores de
proteinas associadas a importantes processos fisiologicos e caracteristicas vantajosas do ponto
de vista econdmico tém tornado as pesquisas biotecnologicas cada vez mais promissoras. Pela
sua importancia zootécnica, os genes codificadores do hormoénio de crescimento (GH) de
diversas espécies de peixes t€m sido isolados, clonados e expressos em sistemas de expressao
heterologa. O tambaqui (Colossoma macropomum), espécie de peixe amazodnica considerada
promissora para a aquicultura, tem sido objeto de extensas pesquisas biotecnoldgicas mirando
a ampliacao da capacidade produtiva da espécie. Neste trabalho, objetivou-se expressar o cDNA
do GH de tambaqui na levedura metilotrofica Pichia pastoris. A sequéncia nucleotidica da
regido estrutural do cDNA do GH de tambaqui foi otimizada com os cddons preferenciais de
P. pastoris e obtida por sintese quimica e subclonada no vetor de expressdo e secrecdo pPIC9.
A expressdo foi regulada pelo promotor AOX1 e a proteina recombinante enderecada para o
sobrenadante da cultura por acdo do peptidio sinal fator a de Saccharomyces cerevisiae. A
analise em gel SDS-PAGE revelou a presenca de uma banda proteica de aproximadamente 23
kDa, a qual foi confirmada ser o GH recombinante de tambaqui (rtGH) através de anélise
Western blotting. Futuramente, rtGH devera ser analisado quanto a sua eficiéncia na aceleragao
do crescimento de juvenis de tambaqui com vista a possibilidade de uso na produgdo aquicola,

o que decerto representara inovagao nas tecnologias de cultivos de peixes nativos da Amazdnia.

Palavras-chave: Hormonio de crescimento, tambaqui, expressao heterdloga, Pichia pastoris.



ABSTRACT

Genetic studies involving search, cloning and expression of protein-coding genes associated
with important physiological processes and advantageous characteristics from an economic
point of view have made biotechnological research increasingly promising. Due to their
zootechnical importance, the genes encoding growth hormone (GH) from several fish species
have been isolated, cloned and expressed in heterologous expression systems. Tambaqui
(Colossoma macropomum), an Amazonian fish species considered promising for aquaculture,
has been the subject of extensive biotechnological research aimed at expanding the species'
productive capacity. In this work, the objective was to express the tambaqui GH cDNA in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris. The nucleotide sequence of the structural region of the
tambaqui GH cDNA was optimized with the preferred codons of P. pastoris and obtained by
chemical synthesis and subcloned into the pPIC9 expression and secretion vector. Expression
was regulated by the AOX1 promoter and the recombinant protein addressed to the culture
supernatant by the action of the signal peptide factor a from Saccharomyces cerevisiae. SDS-
PAGE gel analysis revealed the presence of a protein band of approximately 23 kDa, which
was confirmed to be recombinant tambaqui GH (rtGH) through Western blotting analysis. In
the future, rtGH should be analyzed for its efficiency in accelerating the growth of tambaqui
juveniles with a view to the possibility of use in aquaculture production, which will certainly

represent innovation in native fish farming technologies in the Amazon.

Keywords: Growth hormone, tambaqui, heterologous expression, Pichia pastoris.
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1 INTRODUCAO

A Amazénia abrange um territorio de aproximadamente sete milhdes de km? e comporta
a maior bacia hidrografica do planeta, que serve de habitat para uma gama de espécies aquaticas.
A diversidade de peixes na bacia amazodnica acompanha a sua dimensao, cujas estimativas
atuais apontam para a existéncia de 1000 a 3000 espécies (Barthem & Fabré, 2003; Buckup et
al., 2007).

Nao basta que a bacia amazdnica comporte a maior biodiversidade aquética do mundo,
¢ importante também que essa biodiversidade seja explorada sustentavelmente em seu potencial
de modo a despontar num genuino processo de desenvolvimento da regido. Nessa perspectiva,
a piscicultura ¢ apontada como um caminho promissor. As iniciativas que visam a produgao de
peixes em sistemas de cultivo sdo importantes pelo fato de contribuirem para a disponibilizagdo
do pescado no mercado o ano inteiro, dessa forma atendendo a crescente demanda de consumo
da populagdo. Além disso, a diminuigdo das pressdes sobre os estoques naturais possibilita a
manutengdo da variabilidade genética das espécies exploradas (Suframa, 2003).

Estudos genéticos envolvendo a busca, clonagem e expressao de genes codificadores de
produtos associadas a importantes processos metabolicos e caracteristicas vantajosas do ponto
de vista econdmico tém tornado as pesquisas biotecnoldgicas cada vez mais promissoras. Um
gene cujo seu produto estd envolvido em uma cadeia de processos metabolicos e fisiologicos
interessantes para fins biotecnoldgicos, e que vem sendo explorado nessas pesquisas, ¢ 0 gene
codificador do hormoénio de crescimento (GH). A caracterizagdo molecular e a expressao
heter6loga desse gene, sobretudo das espécies economicamente visadas, tém sido objeto de
extensas pesquisas com foco em aquicultura (Tsai et al., 1997; Venugopal et al., 2002ab;
Funkenstein et al., 2005; Acosta et al., 2007, 2009).

Nessa perspectiva, o sucesso da expressao heterdloga, por meio das técnicas
moleculares, sugere a possibilidade de producdo em larga escala de GHs de peixes. Esse
horménio pode ser utilizado como fator anabolico suplementar em ragdes comumente utilizadas
em piscicultura, o que decerto representard inovagao nas tecnologias de cultivo de pescados
amazonicos (Tsai et al., 1993b).

Existem relatos de que, até 2002, cerca de 30 espécies de peixes ja estavam com o cDNA
do GH clonado (Venugopal et al., 2002b). Atualmente acredita-se que esse numero tenha
aumentado, embora nao haja na literatura levantamentos atualizados sobre o assunto. A maioria
das descricdes a respeito da identificagdo e expressao heterdloga de hormonios de crescimento

de peixes ¢ resultado de pesquisas com espécies de origem europeia e de outros paises, como a
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China e a India. Até agora, a Unica espécie de peixe nativa da Amazodnia contemplada com
estudos sobre o gene codificador do GH ¢ o tambaqui (Colossoma macropomum), que teve o
cDNA desse gene isolado e caracterizado por Sousa (2009).

Neste estudo, a sequéncia nucleotidica do gene do horménio de crescimento de
tambaqui (tGH) foi otimizada para expressao eficiente na levedura metilotréfica P. pastoris,
visando sua futura incorporacdo nas tecnologias de cultivo dessa importante espécie
Amazonica. Nessa perspectiva, pesquisa realizadas em diversas partes do mundo tém
demonstrado que o GH, seja natural ou recombinante, quando administrado aos peixes
apresenta boa eficiéncia na aceleragdo do crescimento e na formagao de biomassa (Agellon et
al., 1988b; Promdonkoy et al., 2004; Acosta et al., 2007).

Portanto, com a realizacdo deste trabalho espera-se contribuir para futuras inovacdes
biotecnoldgicas voltadas a utilizagdo de produtos génicos direcionados as tecnologias de cultivo
de tambaqui, mirando na melhoria dos indices de desempenho zootécnico, tornando essa

espécie mais rentavel a piscicultura.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Clonar e expressar a regido estrutural do gene do hormoénio de crescimento de tambaqui

(Colossoma macropomum) na levedura metilotrofica Pichia pastoris.

2.2 Especificos

I.  Otimizar a sequéncia da regido codificadora do gene do hormédnio de crescimento
de tambaqui (¢gh) para expressao eficiente em P. pastoris.
II.  Clonar a regido codificadora do gene zgh num vetor de expressdo e secre¢ao do
hormonio de crescimento recombinante de tambaqui (rtGH) em P. pastoris.
III.  Selecionar os clones transformantes de P. pastoris positivos para expressao do rtGH
e caracteriza-los quanto aos fenotipos possiveis.

IV.  Avaliar a expressdo do rtGH em P. pastoris.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tambaqui

O peixe ¢ um dos recursos naturais mais abundantes e consumidos na regiado amazonica
(Suframa, 2003; Batista et al., 2007). A maior parte das espécies amazonicas com caracteristicas
apropriadas para piscicultura pertencem as ordens Characiformes e Osteoglossiformes. Na
primeira ondem estdo as familias Characidae, representada pelas espécies tambaqui (Colossoma
macropomum), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e matrinxa (Brycon sp.),
Prochilodontidae, com as espécies curimatd (Prochilodus nigricans) e o0s jaraquis
(Semaprochilodus insignis, S. taeniurus), e Anostomidae, na qual se incluem os piaus e aracus
dos géneros Schizodon e Leporinus; na segunda ordem, estdo os Arapaimidae, representada
pelo pirarucu (Arapaima gigas) (Val et al., 2000; Soares et al., 2000). O C. macropomum,
popularmente conhecido como tambaqui, ruelo e bocd, ¢ uma espécie que desperta grande
interesse econdmico uma vez que tradicionalmente ¢ um dos peixes mais apreciados na
culindria amazonica (Araujo-Lima & Goulding, 1998).

Segundo Nelson (2006), o tambaqui estd classificado taxonomicamente da seguinte

forma:

REINO Animalia
SUBFILO Vertebrata
SUPER-CLASSE Pisces ou Teleostomi
CLASSE Osteichthyes
SUBCLASSE Actinopterygii
ORDEM Characiformes
FAMILIA Characidae
SUBFAMILIA Serrasalminae
GENERO Colossoma
ESPECIE Colossoma macropomum, Cuvier, 1818

O tambaqui ¢ amplamente distribuido nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco,
ocorrendo no Brasil, Peru, Colombia, Bolivia e Venezuela (Aratjo-Lima & Goulding, 1998;

Costa et al., 2001). E o segundo maior peixe de escamas da América do Sul (Isaac & Ruffino,
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2000), atras apenas do 4. gigas. Apresenta padrao alimentar onivoro com variagdes
ontogenéticas: os adultos alimentam-se de frutos, sementes e zooplancton, enquanto os alevinos
e juvenis ingerem principalmente algas filamentosas, arroz silvestre, insetos, cladoceros,
copépodes e larvas de quironomideos (Goulding & Carvalho, 1982; Aratijo-Lima & Goulding,
1998; Soares et al., 2008). O ciclo de vida esta associado as planicies de inundagdo: os jovens
(< 55 cm) vivem em lagos e areas alagadas, e os adultos (> 55 cm) realizam a piracema no rio
principal durante a seca: fendmeno de migracdo associada a reproducao e dispersdo da espécie
(Araujo-Lima & Goulding, 1998). A figura 1 mostra as principais cidades das bacias dos rios

Amazonas e Orinoco, onde existem registros de desembarques de tambaqui nos ultimos anos.

Tucupita-Barrancas

Ciudad Bolivar . . .
" M > Bacia do rio Orinoco

Colombiaj/ /: — oo i Bacia do rio Amazonas

Bacia do rio
Tocantins

Figura 1. Mapa da distribuig@o geografica do tambaqui. Norte da América do Sul mostrando os limites das bacias
dos rios Amazonas, Orinoco e Tocantins (linha pontilhada) e a localizagdo das principais cidades das bacias dos
rios Amazonas e Orinoco onde ha registros de desembarques de tambaqui capturados.

Fonte: Costa et al. (2001) com adaptagdes.

Por reunir caracteristicas que o tornam apropriado a piscicultura, tais como a facil
obtencdo de alevinos, bom potencial de crescimento, alta produtividade e rusticidade
(Woynarovich, 1986; Araujo-Lima & Goulding, 1998), o tambaqui ¢ a espécie nativa mais
cultivada e produzida no Brasil: em 2010 foi responsavel por 13,77 % da producao nacional (de
394.340,0 toneladas), ficando atrds somente das espécies exoticas carpa e tildpia, que juntas
somam 63,4 % (MPA, 2012). Atualmente, de cada cinco tambaquis consumidos no Amazonas,
quatro sdo provenientes de cativeiro (Jacometo et al., 2010).

Por sua importancia economica nacional e regional, o tambaqui foi incluido no
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programa brasileiro de melhoramento genético junto com o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), o camarao branco (Litopenaeus vannamei) ¢ a tilapia (Oreochromis niloticus)
(Embrapa, 2009; Lopes et al., 2009). Ainda este ano foi anunciado pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa, 2012) que o tambaqui e a cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) serdo as primeiras espécies brasileiras de peixe a terem seu genoma sequenciado,
o que sem duvida implicard novas possibilidades de pesquisa e de melhoramento do potencial

produtivo da espécie.

3.2 Hormonio de crescimento (GH)

O hormoénio de crescimento (GH) foi, depois da insulina, o segundo produto
biotecnoldgico oriundo das técnicas moleculares de engenharia genética. Este produto foi
desenvolvido e inicialmente comercializado pela empresa Genentech e usado clinicamente para
o tratamento de disturbios de crescimento e nanismo (Goeddel et al., 1979). Mais tarde, os GHs
de diferentes espécies de animais também foram produzidos em organismos transgénicos e estes
utilizados com diversas finalidades, como em estudos fisioldgicos, veterinarios e pecuaria.

O GH ¢ um horménio pluripotente produzido pela glandula pituitaria de vertebrados.
Em peixes, o GH tem efeito em muitas diferentes funcdes e participa de quase todos os
principais processos fisiolégicos do corpo. Sua acdo inclui a regulacdo dos ions, lipidios e
proteinas, balango osmotico, metabolismo dos carboidratos, crescimento dos tecidos moles e
esqueléticos, reproducdo e funcdes imunes. A atividade biologica do GH ndo esta restrita
apenas a promoc¢dao do crescimento por hiperplasia e hipertrofia, mas também inclui a
mobilizacdo de energia, desenvolvimento gonadal, apetite e comportamento social (Yousefian
& Shirzad, 2011).

Em conjunto com a prolactina, somatolactina e somatomamotropina (placental
lactogen), o GH compde uma familia de hormonios pituitarios estrutural e funcionalmente
relacionados, cuja andlise dos genes e da estrutura primaria da molécula proteica sugerem a
evolucdo a partir de um ancestral comum (Moore et al., 1982; Chen et al., 1994). Dentre as
caracteristicas marcantes dos hormoénios dessa familia estdo a massa molecular de
aproximadamente 22 kDa, a existéncia de cerca de 200 residuos de aminoacidos e a presenca
de residuos de cisteinas envolvidos na formacao de duas ou trés pontes dissulfeto no interior da
molécula. Essas pontes sdo altamente conservadas sugerindo um importante papel na agao

bioldgica desses hormonios (Yousefian & Shirzad, 2011).
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No caso especifico do GH, o mesmo tem se revelado uma proteina com 22-23 kDa, e,
em teledsteos e humanos, apresenta quatro residuos de cisteinas em posicoes altamente
conservadas, responsaveis pela formacao de duas pontes dissulfeto essenciais a manutengdo da
integridade estrutural e atividade biologica da molécula. Ha relatos da ocorréncia de um residuo
adicional de cisteina nos GHs de alguns Ciprinideos (“bighead carp” Hypophthalmichthys
nobilis, “silver carp” H. molitrix, “grass carp” Ctenopharyngodon idellus) (Chang et al., 1992).

Muitos estudos de andlise molecular mostram que os cDNAs de GHs de peixes
codificam um polipeptidio maduro com cerca de 178-191 residuos de aminoécidos € um
peptideo sinal de 17-22 residuos de aminoacidos (Agellon & Chen, 1986; Saito et al., 1988;
Rentier-Delrue et al., 1989ab; Koren et al., 1989; Funkenstein et al., 1991; Chang et al., 1992;
Pendon et al., 1994; Lemaire et al., 1994; Venugopal et. al., 2002ab).

Também tem sido demonstrada a existéncia de potenciais sitios de glicosilagdo Asn-X-
Ser/Thr (em que X pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina) na molécula do GH de vérias
espécies de peixes, como o GH de salmao (Oncorhynchus keta) (Sekine et al., 1985), o que
pode implicar na geragdo de diferentes isoformas da proteina durante o processamento pos-
traducional. No caso do GH humano, estudos ja demonstraram que o GH secretado pela
glandula pituitaria nao € glicosilado, enquanto o GH secretado pela placenta durante a gravidez
¢ glicosilado (Ray et al., 1989; Frankenne et al., 1990).

Em humanos, ¢ conhecida uma variedade de isoformas de GH resultantes de diferentes
splicings alternativos e processamento pos-traducional, tais como diferentes tipos de
glicosilagdo, ligagcdes covalentes e dissulfeto entre os oligomeros. Essas isoformas possuem
massas moleculares que podem variar de 5 kDa a 44 kDa, sendo a isoforma de 22 kDa a mais
produzida pela glandula pituitaria humana e utilizada no tratamento do hipopituitarismo e
outros disturbios relacionados (Ray et al. 1989). A ocorréncia de glicosilagdo também foi
relatada para GH humano produzido em P. pastori, que preservou o efeito farmacologico e
prolongamento da meia-vida na circulacdo de ratos para cerca de 24 vezes maior que a variante
natural ndo glicosilada (Flintegaard et al. 2010). Esses resultados demonstram um aspecto
positivo da glicosilagdo e tornam a expressdo do GH de tambaqui em leveduras ainda mais
promissora quando a inteng¢do € sua utilizagao na piscicultura.

Com relagdo a estrutura tridimensional do GH de peixes, Venugopal et al. (2002b)
observaram que os GHs de trés espécies de carpas indianas “rohu” (Labeo rohita), “mrigal”

(Cirrhina mrigala) e “catla” (Catla catla), similar ao GH humano, apresentam estrutura
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proteica globular constituida de 4 alfa-hélices antiparalelas e 2 pontes dissulfeto entre as cadeias

(figura 2).
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Figura 2. Modelo molecular em estrutura 3-D do GH de “rohu”. Em destaque as 4 alfa-hélices antiparalelas com
duas pontes dissulfeto entre as cadeias. E a estrutura tridimensional consenso para as moléculas de horménio de
crescimento.

Fonte: Venugopal et al. (2002b).

Por apresentar estrutura molecular bem conservada, o GH tem revelado um padrao
similar de atuacdo fisiologica nos diferentes grupos de vertebrados. Sua secrecao € regulada por
meio de um complexo sistema de controle neuroendodcrino constituido principalmente por dois
reguladores hipotalamicos, o horménio liberador do GH — GHRH (growth hormone release
hormone) e a somatostatina, os quais exibem influéncia estimulatoria e inibitoria,
respectivamente, sobre as células somatotréficas da glandula pituitaria (Bideci & Camurdan,
2009).

O GHRH ¢ o estimulador fisiologico da sintese e liberagdo do GH. A somatostatina atua
na regulacdo dos pulsos de secrecdo, por isso € considerada o principal modulador de liberacao
do GH pela glandula pituitaria (Muller et al., 1999; Bideci & Camurdan, 2009). Em humanos,
a liberagdo de GH no plasma também pode ser estimulada por hipoglicemia, exercicios fisicos,
certos aminoacidos e sono. Contrariamente, os acidos graxos livres no plasma, a obesidade e a
hiperglicemia podem atuar como fatores de repressao da secre¢do do GH (Broglio et al., 2002;

Goldenberg & Barkan, 2007; Bideci & Camurdan, 2009).
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Com relagdo a atuacdao no organismo, o GH inicia sua agdo bioldgica ligando-se as
proteinas receptoras de GHs — GHRs existentes nas membranas das células dos tecidos alvos,
induzindo a ocorréncia de uma cascata de fosforilacao e expressao génica (Rousseau & Dufour,
2007). Esses receptores estdo presentes em muitos tecidos, incluindo os musculos, o tecido
adiposo, os 0ssos ¢ os rins (Yousefian & Shirzad, 2011). A presenga de GHRs nos musculos e
no tecido adiposo reflete a importdncia do GH na promocao do crescimento e homeostase
energética (Peréz-Sanchez, 2000).

A interagdo do GH/GHRs estimula as células-alvo, especialmente as hepaticas, a
expressarem os fatores de crescimento insulinicos — IGFs I e Il (insulin-like growth factors), os
quais recebem esse nome por apresentarem homologia estrutural ao hormoénio insulina. Em
experimentos, tanto in vivo quanto in vitro, demonstraram que a alimentagdo e a insulina atuam
positivamente sobre a expressdo do IGF I no figado, acentuando o efeito estimulatério do GH
(Duan & Plisetskaya, 1993; Peréz-Sanchez, 1995). Os IGFs tém a fungdo mediadora dos efeitos
do GH nos diversos tecidos, atuando desde o crescimento somatico até diversas reacdes
bioquimicas e fisioldgicas no organismo. Os IGFs presentes na circulagdo e nos fluidos
extracelulares encontram-se ligados com alta afinidade a uma familia de proteinas de ligacao,
as IGFBPs (IGF binding proteins). O complexo IGF/IGFBP na circulagao pode prolongar a
meia-vida dos IGFs de 12 a 15 horas em comparagao com os 10 a 12 minutos dos IGFs livres
(Guler et al., 1989), e também tamponar os possiveis efeitos agudos hipoglicémicos causados
por altas concentragdes de IGFs livres (Duan, 1997).

Em ratos, o IGF II ¢ expresso predominantemente durante o estdgio fetal em diversos
tecidos. Ja o IGF I ¢ expresso em uma ampla variedade de tecidos durante os estagios fetal e
pos-natal. Logo ap6s o nascimento, o figado torna-se o principal local de producdo enddcrina
do IGF I. Esse padrao de expressdo parece estar conservado em peixes teleosteos (Duan, 1997).

Em peixes, o IGF I estd envolvido em multiplos mecanismos de controle fisioldgico,
exercendo efeito regulatorio sobre o crescimento, divisao celular, adaptacdo, comportamento,
maturagdo gonadal, gametogénese, metamorfose, entre outros. O IGF I também exerce efeito
de feedback negativo sobre a libera¢do do GH na hipoéfise, estimulando o hipotdlamo a secretar
a somatostatina. Na figura 3 esta ilustrado o modelo de regulagdao endocrina do crescimento por

meio do eixo GH/IGF I em peixes.
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Figura 3. Regulacdo enddcrina do crescimento por meio do eixo GH/IGF em peixes teledsteos. Multiplos fatores
hormonais e nutricionais podem estimular a producdo e/ou modificar (+/-) a atividade do IGF I. O IGF I atua como
feedback negativo (-) sobre a secre¢ao do GH pela pituitaria.

Fonte: Duan (1997) com adaptagdes.

Por meio de ensaios de imunorreatividade, ja foi observada a presenca de IGF I em
varias estruturas incluindo os musculos, a glandula pituitaria, as gonadas, o embrido, o rim, o
coragdo, o bago, o trato gastrointestinal, os tecidos calcificados, o cérebro e os orgaos
osmorregulatorios durante a adaptacdo em agua salgada (Debnath, 2010). Em “coho salmon”
(Oncorhynchus kisutch), o mRNA do IGF I ja foi detectado por técnica de reagdo em cadeia da
polimerase via transcricdo reversa — RT-PCR (reverse transcription—polymerase chain
reaction) em embrides e multiplos tecidos de juvenis e adultos, incluindo o tecido adiposo, o
cérebro, o coragdo, o rim, o figado, o musculo, os ovarios, os testiculos e o baco (Duguay et al.,
1992).

Dessa forma, a agdo do GH nao se limita apenas ao crescimento somatico dos musculos
e 0ssos longos, mas também esta envolvida em uma gama de reagdes bioquimicas e fisioldgicas
que tornam essa molécula um alvo cada vez mais promissor nas pesquisas biotecnoldgicas. O
GH tem sido amplamente utilizado em estudos endocrinologicos, de eficiéncia do consumo
alimentar, da composi¢do nutricional e crescimento em peixes. Em condigdes fisiologicas
normais, a quantidade endégena produzida de GH ¢ extremamente baixa e a sua disponibilidade
¢ limitada (Li et al., 2003), sendo a producdo heter6loga uma importante alternativa para

viabilizar os estudos sobre a fisiologia e o desempenho zootécnico de peixes cultivados.
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3.3 O sistema de expressao Pichia pastoris

P. pastoris ¢ uma levedura metilotrofica cujas caracteristicas genéticas e fisiologicas
possibilitam usa-la como sistema de expressdo de proteinas heterdlogas. Essa levedura foi
inicialmente desenvolvida como sistema hospedeiro para transformagao por DNA heter6logo
por Cregg e colaboradores em 1985, que produziram a mutante GS115 a partir da linhagem
selvagem NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL). A mutante
GS115 possui deficiéncia metabdlica na biossintese do aminodcido histidina (His"), sendo
incapaz de crescer em meio auxotréfico para esse aminodcido. A transformagao auxotrofica se
baseia na restauracao da mutagdo no gene his4 que codifica a enzima histidinol desidrogenase,
que ¢ a quarta enzima da via biossintética da histidina. Os transformantes podem ser
selecionados por restaurarem a habilidade de sintetizar a sua propria histidina (His") e
crescerem em meio auxotrofico. O gene lacZ (codificador da B-galactosidase) fusionado num
vetor contendo o fragmento do promotor AOX1 regulado por metanol foi o primeiro gene
expresso nessa levedura (Tschopp et al., 1987a).

Pelo fato de P. pastoris possuir status GRAS, os primeiros estudos na década de 1970
eram impulsionados principalmente pela possibilidade de usé-la como fonte de proteina de
baixo custo para a alimentacdo animal. O maior avanco advindo dessa época foi o
desenvolvimento das primeiras técnicas de fermentacdo envolvendo grandes volumes de
cultura e elevadas densidades celulares, superiores a 100 gramas por litro de peso celular seco
(Cregg, 1993). Desse modo, a produgdo de proteinas heterdlogas em P. pastoris pode ser
facilmente obtida em todas as escalas, desde frascos agitados até grandes fermentadores (Siegel
et al., 1989; Romanos, 1995), sendo util para produzir quantidades em miligramas até gramas
de proteinas, seja em laboratorios de pesquisas ou em plataformas industriais.

Pichia pastoris € o sistema de expressao eucarioto mais produtivo disponivel atualmente
(Invitrogen, 2010). Um ntimero superior a 700 proteinas ja foi expresso nesse sistema (Zhang
et al., 2009), com relatos de obtencdo de notéveis niveis de producdo: 22 g/L para expressao
intracelular (Hasslacher et al., 1997) e 14,8 g/L. em expressao extracelular (Werten et al., 1999).

Como a producao de proteinas funcionais estd intimamente relacionada a maquinaria
celular do organismo hospedeiro (Macauley-Patrick et al., 2005), as células eucaridticas
dispdem de habilidades de processamentos proteico ausentes em células procarioticas. Dessa
forma, o mérito de P. pastoris como sistema de expressdo esta no fato de a mesma combinar

caracteristicas importantes de organismos eucariotos e procariotos. Essas incluem a facil



26

manipulagdo genética e o rapido crescimento celular inerente aos procariotos, com uma
complexa maquinaria subcelular que possibilita as modifica¢des pds-traducionais tipicamente
associadas aos eucariotos superiores, tais como o processamento da sequéncia sinal,
dobramento da proteina, formagao de pontes dissulfeto e clivagem proteolitica (Cregg et al.,
1985, 1993, 2000).

Dentre as outras caracteristicas vantajosas de P. pastoris como sistema de expressao
heter6loga, estdo: (a) a alta frequéncia de transformagdo por DNA heterologo; (b) o uso de
vetores integrativos por complementagdo homologa diretamente no genoma celular, o que
acarreta maior estabilidade genética dos recombinantes; (c) os altos niveis de expressao protéica
intra ou extracelular sob controle de promotores fortes e induziveis, como o promotor AOX1
do gene da enzima alcool oxidase I; (d) técnicas de manipulagdo genética e fermentativa
padronizadas e disponiveis comercialmente; e (e) modificacdes pods-traducionais mais
compativeis com as que ocorrem nos eucariotos (Cregg et al., 1993; Cereghino & Cregg 2000;
Cereghino et al., 2002). Proteinas ineficientemente expressas em bactérias, S. cerevisiae ou
células de insetos tém sido produzidas com sucesso € na forma funcional em P. pastoris
(Cereghino et al., 2002).

A expressao de qualquer gene heterélogo em P. pastoris requer trés passos basicos: (a)
a inserc¢ao do gene no vetor de expressao; (b) a introducado do vetor de expressao no genoma da
levedura; e (c¢) a examinagdo do potencial de expressdo do produto génico pela linhagem
hospedeira (Cereghino & Cregg, 2000; Macauley-Patrick et al., 2005; Li et al., 2007).

Nas leveduras metilotroficas, o metanol é metabolizado como fonte de carbono
alternativa a glicose. O metanol ¢ inicialmente oxidado nos peroxissomos pela agao das enzimas
alcool oxidase (AO), catalase e diidroxiacetona sintase. O formaldeido gerado pela degradagao
do metanol pela enzima AO podera seguir duas vias metabolicas: a gera¢do de energia ou a
formacao de constituintes celulares, conforme ilustrado na figura 4 (Cereghino & Cregg, 2000).
Durante o crescimento de P. pastoris em metanol, a enzima AO constitui a proteina mais
abundante da célula, chegando a representar 30 % das proteinas celulares totais (Couderc &

Baratti, 1980).
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Figura 4. Via metabolica do metanol em Pichia pastoris: 1-Alcool oxidase; 2-Catalase; 3-Formaldeido
desidrogenase; 4-Formato desidrogenase; 5-Diidroxiacetona sintase; 6-Diidroxiacetona quinase; 7-Frutose 1,6-
bifosfato aldolase; 8-Frutose 1,6-bisfosfatase.

Fonte: Cereghino & Cregg (2000) com adaptagdes.

A enzima AO ¢ codificada por dois genes distintos existentes no genoma de P. pastoris:
aoxl e aox2, responsaveis por 95 % e 15 % da expressdo da enzima AO, respectivamente
(Cregg et al., 1999). A enzima expressa pelo aox2 € 97 % idéntica a expressa por aoxl, com
atividade conservada (Cregg et al., 1989, 1993; Koutz et al., 1989). A expressao de ambos os
genes ¢ regulada a nivel transcricional pelos respectivos promotores AOX1 ¢ AOX2. O
promotor AOX1 ¢ firmemente regulado pela fonte de carbono adicionada ao meio de cultura: a
expressdo ¢ reprimida por glicose ou glicerol e induzida mais de mil vezes na presenga de
metanol como unica fonte de carbono. Em células expostas ao metanol como unica fonte de
carbono, o promotor AOX1 ¢ responsavel por até 5 % da transcrigdo dos RNAs poli-A™ totais,
os quais sdo indetectaveis em células cultivadas em outras fontes de carbono como a glicose ou
o glicerol (Cregg et al., 1993). O inicio da transcri¢ao a partir do promotor AOX1 ¢ altamente
eficiente e comparavel aos promotores dos genes constitutivos expressos na via glicolitica como
o promotor PGK do gene codificador da enzima fosfoglicerato quinase.

Outra caracteristica importante da levedura P. pastoris ¢ o seu perfil de glicosilagdo
durante o processamento poés-traducional de proteinas transeuntes na via de secrecgdo.
Aproximadamente 0,5 a 1 % das proteinas traduzidas nos genomas de eucariotos sdo
glicoproteinas (Daly & Hearn, 2005). A glicosilagdo ocorre no lumen do reticulo
endoplasmatico seguida de processamento no complexo golgiense (Bretthauer & Castellino,
1999). Em P. pastoris e em outros eucariotos, as proteinas que possuem o sitio sinal de

glicosilagdo Asn-X-Ser/Thr estdo susceptiveis a adi¢ao de cadeias de oligossacarideos N-
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ligadas ao residuo de Asn (asparagina) ou O-ligadas em quaisquer dos residuos de Ser (serina)
ou Thr (treonina) (Cregg et al., 2009).

Em leveduras e eucariotos superiores a N-glicosilagdo ¢ mais conservada que a O-
glicosilacao, e envolve a adi¢do de um nucleo de oligossacarideo constituido por duas unidades
N-acetilglicosamina (GlcNAc), nove manoses e trés residuos de glicose. Os residuos de glicose
sdo subsequentemente aparados na cadeia lateral e uma manose ¢ removida. Essas etapas sao
comuns em leveduras, plantas e eucariotos superiores (Romanos et al., 1992; Bretthauer, 2003).

Durante a N-glicosilagao o tamanho da cadeia de carboidratos adicionada por P. pastoris
a proteina recombinante ¢ bem menor do que a cadeia adicionada por S. cerevisiae. Em analise
da estrutura de oligossacarideos ligados ao grupamento amina (N-ligados) do residuo
asparagina (Asn) da enzima invertase e das glicoproteinas totais secretadas por S. cerevisiae e
P. pastoris, foi verificado que, nessa tltima, mesmo as mais longas cadeias de glicanas possuem
somente 30 residuos de manoses. Essas sdo significativamente menores que os 50 a 150
residuos de manoses tipicamente observados nas cadeias de glicoproteinas de S. cerevisiae
(Kukuruzinska et al., 1987; Byrd, et al., 1982; Higgins & Cregg, 1998). A mais impressionante
diferenca € que as glicanas presentes na invertase secretada por P. pastoris ndo tém as ligagdes
a-1,3 entre os residuos de manoses, caracteristicas de S. cerevisiae (ver figura 5). O significado
dessas observagdes € que as ligagdes a-1,3 das manoses das glicoproteinas produzidas por S.
cerevisiae sdao as principais responsaveis pela elevada natureza antigénicas dessas
glicoproteinas (Cregg et al., 1993, Cregg, 1999).

Embora a estrutura dos carboidratos adicionados a proteina secretada seja caracteristica
muito especifica de cada organismo, a estrutura dos oligossacarideos adicionados as proteinas
secretadas por P. pastoris ¢ muito similar a dos adicionados as glicoproteinas das células de

mamiferos, o que as torna menos antigénicas para essas células (Cregg, 1999).
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Figura 5. Diagrama da estrutura de N-oligossacarideos ligados ao residuo asparagina (Asn) da enzima invertase
de Saccharomyces cerevisiae expressa por Pichia pastoris. Oligossacarideos e os tipos de ligagdes estdo indicados
no canto esquerdo superior. Os circulos abertos com linhas tracejadas representam as mais frequentes posicdes
observadas para as ltimas manoses em oligossacarideos de P. pastoris. As liga¢des a-1,3 das manoses terminais
da estrutura cerne do oligossacarideo em S. cerevisiae sdo as principais responsaveis pela elevada natureza
antigénicas das glicoproteinas dessa levedura.

Fonte: Cregg et al. (1993) com adaptagdes.

Na O-glicosilagdo, as cadeias de oligossacarideos sao ligadas ao grupamento hidroxila
dos residuos Ser ou Thr e ocorre principalmente no complexo golgiense (Bretthauer &
Castellino, 1999). Os oligossacarideos O-ligados sintetizados por leveduras sdo muito
diferentes dos sintetizados por eucariotos superiores € sdo constituidos principalmente por
residuos de manoses (Romanos et al., 1992). Em mamiferos, a O-glicosilagao ¢ composta por
N-acetilgalactosamina, galactose e acido sialico. Em leveduras, tais como S. cerevisiae, a O-
glicosilagdo ¢ comumente constituida por um a nove residuos de manoses arranjadas em
ligacdes a-1,2 (Duman et al., 1998).

Tem sido sugerido que a glicosilagdo pode servir como um controle de qualidade antes
da proteina entrar na via de secre¢ao (Ellgaard & Helenius, 2003). Também tem sido relatado
que a glicosilacdo pode aumentar a resisténcia da proteina contra a degradacdo proteolitica
(Pratap et al., 2000), auxiliar no dobramento correto e na passagem pela via secretoria, bem
como aumentar a estabilidade da proteina madura (Rayon et al., 1998; Romanos et al., 1992;

Daly & Hearn, 2005). Em revisdo bibliografica, Li et al. (2007) observaram que a maioria das
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proteinas heterologas N ou O-glicosiladas expressas em P. pastoris preservaram a bioatividade
encontrada na proteina nativa nao glicosilada. A outra parte teve a bioatividade intensificada e
apenas uma minoria apresentou bioatividade inferior a da proteina nativa (Li et al., 2007). No
entanto, hd um relato de que a N-glicosilagdo extensiva foi responsavel pela reducdo da
estabilidade térmica da a-amilase recombinante produzida em P. pastoris (Tull et al., 2001).

Atualmente varias linhagens de P. pastoris estao disponiveis. A escolha da linhagem
especifica ¢ determinada pela aplicacdo desejada. As linhagens hospedeiras de P. pastoris
frequentemente utilizadas nos experimentos de expressdo heterdloga sdo as mutantes GS115,
KM71 e SMD1163 / SMD1165 / SMD1168. Todas essas linhagens possuem mutagdo no gene
his4, ndo crescendo em meio sem o aminoacido histidina (fenotipo His). Além dessa mutagao,
a linhagem KM71 ¢ ndo funcional para o gene aox/, dependendo da enzima élcool oxidase
produzida a partir do gene aox2 para metabolizar metanol (fenétipo Mut®). E as linhagens
SMD1163 / SMD1165 / SMD1168 sao proteases defectivas devido a mutagdo nos genes pep4
ou prb1 ou ambos (SMD1163) (Invitrogen, 2010).

Os vetores de expressao desenvolvidos para P. pastoris carregam o fragmento HIS4 que
complementa o gene Ais4 mutado, restaurando a habilidade de sintetizar o aminoécido histidina
nos transformantes (His"). Os vetores de expressdo também possuem a regido promotora
(AOX1) e terminadora (TT) do gene aox!, para o controle da expressao génica e término da
transcri¢do, respectivamente. Esses vetores ainda possuem o gene de resisténcia a ampicilina
(Amp) e a origem de replicagdo de E. coli, caracteristicas importantes para a manipulagdo dos
vetores nessa bactéria (Invitrogen, 2010).

Embora a levedura P. pastoris tenha se mostrado um eficiente sistema de expressao de
proteinas tanto intra quanto extracelular, nesse Ultimo caso existe a vantagem da levedura
secretar baixos niveis de proteinas enddgenas, o que faz da secre¢do da proteina heteréloga uma
efetiva etapa de purificagdo, ja que o produto encontra-se no sobrenadante da cultura, separado
dos outros componentes celulares (Cregg et al., 1993; Cereghino & Cregg, 2000). Para a
expressdo extracelular, t€ém sido empregados vetores acrescidos de uma sequéncia codificadora
de um peptideo sinal de secrecdo localizada imediatamente apos a regido promotora AOX1. O
fator-a de S. cerevisiae € a sequéncia sinal mais frequentemente usada nos vetores comerciais.
No entanto, vetores contendo a sequéncia sinal derivada do gene da enzima fosfatase acida
também estao disponiveis (Cregg et al., 2000; Zhang et al., 2000). Na figura 6, s3o mostradas
as principais regides comumente encontradas em vetores usados para transformagdo de P.

pastoris.
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Figura 6. Vetor de expressao tipico para o sistema Pichia pastoris. A maioria dos vetores desenvolvidos para esta
levedura compartilham as caracteristicas gerais mostradas em preto, enquanto outros possuem uma sequéncia sinal
(Sig) e/ou origem em bacterofago.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacdes.

A transformacao de P. pastoris ocorre por meio da integracdo do vetor ao genoma da
levedura. Os mecanismos pelos quais essa integragdo pode ocorrer sdo por adigdo ou
substitui¢ao génica (Cregg et al., 1993). No caso da adigdo génica, para garantir maior eficiéncia
na transformacgao, o vetor circular com o gene de interesse deve ser linearizado por clivagem
enzimatica em um dos varios sitios de restricdo nas regides HIS4 ou 5’AOXI1 existentes nos
vetores de expressao (ver figura 6). A linearizagao nesses sitios estimula a ocorréncia de adi¢ao
génica por simples crossover (recombinagdo) entre as regioes HIS4 ou AOX1 do vetor e os
respectivos loci homologos existentes no genoma da levedura. Nesses casos, apos a
transformacgdo, os genes aox/ e aox2 continuam funcionais no genoma da levedura e os
transformantes gerados apresentam fenotipo Mut” (maxima utilizagdo de metanol — methanol
utilization plus), cuja caracteristica ¢ a elevada habilidade da c¢lula em metabolizar o metanol,
exibindo um rapido crescimento em meio contendo metanol como unica fonte de carbono
(Cregg et al., 1993, 2000). Esse ¢ o fendtipo encontrado na levedura selvagem. As figuras 7 e
8 mostram a integragao do vetor ao genoma de P. pastoris por meio de recombinagdo homodloga

com as regioes HIS4 ou AOX1 existentes nos vetores de expressao.
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Figura 7. Integragdo por adi¢do do vetor ao genoma de Pichia pastoris. A integragdo ocorre por recombinagdo
simples entre a regido HIS4 do vetor com a regido homoéloga no genoma de P. pastoris. O gene his4 mutado no
genoma ¢ restaurado durante a recombinagéo com a regido HIS4 ndo mutada do vetor.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptagdes.
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Figura 8. Integrago por adi¢do do vetor ao genoma de Pichia pastoris. A integragdo ocorre por recombinagdo
simples entre a regido 3’AOX1 do vetor com a regido homdloga no genoma de P. pastoris.
Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacdes.

Na transformagao por substitui¢dao génica, o vetor de expressao deve ser clivado no sitio
da endonuclease Bgl/Il para liberagao do cassete de expressdao, o qual ¢ flanqueado com as
regides 5’AOX1 (promotor) e 3°’AOX1 (ver figura 9). Durante a transformacao, essas regioes
interagem com as respectivas regides homologas no genoma da levedura, estimulando a
ocorréncia de um duplo crossover (fendmeno menos frequente que o simples crossover), com
eventos de substituigdo génica: o cassete de expressao com o gene heterdlogo substitui o 16cus

do gene aox! no genoma da levedura (Cregg et al., 1993, 2000). Dessa forma, o gene aox! sofre
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um knockout (nocaute) e o metabolismo do metanol passa a ser realizado apenas pela enzima
AO produzida pelo gene aox2, gerando transformantes com fendtipo Mut® (lenta utilizagao do
metanol — methanol utilization slow), cuja caracteristica ¢ a reduzida habilidade celular em
metabolizar o metanol, exibindo um lento crescimento em meio contendo metanol como unica
fonte de carbono. Algumas proteinas sao expressas em niveis mais elevados nesse fenotipo do
que no fenotipo Mut”, especialmente em culturas de frascos agitados (Higgins & Cregg, 1998;

Cregg et al., 1993, 2000; Daly & Hearn, 2005).

Vetor linearizado com
Bglll

i AOX1 T 3 Genoma de Pichia

Plasmidio integrado ao
genoma

Gene of Interest 1T

Figura 9. Integracdo por substituicao génica do vetor com o locus do gene aox! no genoma de Pichia pastoris. A
substituicdo ocorre por recombinagdo dupla entre as duas regides 5’AOX1 (promotor) e 3°’AOX1 com as
respectivas regides homologas no genoma de P. pastoris. Esse tipo de integracdo resulta em transformantes de
fenotipo Mut®.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacdes.

Tanto na transformagdo por simples crossover (adi¢ao) como na substituicdo génica,
uma porcentagem significativa dos transformantes His" poderdo ndo conter o vetor de
expressao. Isso ocorre devido a um evento de conversao entre o gene HIS4 do vetor e o locus
his4 da levedura, de modo que o gene tipo selvagem HIS4 do vetor entra no genoma sem
qualquer outra sequéncia adicional. Esse evento pode ocorrer em 10 a 50 % dos transformantes
His" (Romanos, 1995; Cregg et al., 2000). Apenas 5 a 35 % dos transformantes sdo oriundos
de substitui¢do génica (Mut®), os demais sdo originados das integragdes em HIS4 ou AOX1 e
sdo Mut” (Romanos, 1995; Invitrogen, 2010).

Devido as vantagens do sistema de expressao P. pastoris, essa levedura foi o organismo
hospedeiro escolhido para a realizagdo deste trabalho, pois além da facil manipulagdo, os
protocolos encontram-se padronizados no Laboratorio de Tecnologias do DNA Recombinante
da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, onde foram realizados os experimentos de

expressao génica.
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3.4 Producao heterdloga de hormonios de crescimento de peixes

Por ter se tornado comercialmente importante na medicina, veterindria e pecudria, os
genes codificadores de GHs tém sido clonados, sequenciados, expressos e filogeneticamente
caracterizados em diversos vertebrados, incluindo os peixes (Barat et al., 1981; DeNoto et al.,
1981; Sekine et al., 1985; Agellon et al., 1988ab; Yamano et al., 1988; Koren et al., 1989; Chiou
et al., 1990; Funkenstein et al., 1991; Ho et al., 1991; Chang et al., 1992; Schneider et al., 1992;
Bernardi et al., 1993; Tang et al., 1993; Lemaire et al., 1994; Venugopal et al., 1998; Anathy et
al., 2001; Venugopal et al., 2002ab; Chen et al., 2004; Clements et al., 2004; Pinheiro et al.,
2008). Apesar do amplo numero de estudos com os genes de GHs de peixes, ainda sao poucas
as descrigdes na literatura de sequéncias génicas de espécies nativas da Amazonia.

Em relagdo a expressdo heterdloga, eficientes métodos para produ¢do de GHs em larga
escala tém sido desenvolvidos (Promdonkoy et al., 2004), sendo a producao heterdloga baseada
em microrganismos um caminho promissor em biotecnologia. O GH recombinante, por
apresentar funcdo equivalente ao GH natural obtido da glandula pituitaria, pode ser empregado
em estudos fisioldgicos (Li et al., 2003) ou em testes de melhoramento do desempenho
zootécnico de peixes (Acosta et al., 2007), sendo a manipulagdo do crescimento desses
organismos uma importante tarefa em biotecnologia aquética.

O uso de E. coli como sistema de expressao de GHs ¢ amplamente descrito na literatura.
O cDNA do GH de diversas espécies de peixes ja foi clonado e expresso nesse sistema, a
exemplo dos GHs de tilapia Oreochromis sp. (Rentier-Delrue et al., 1989a) e carpa Cyprinus
carpio (Fine et al., 1993; Bai et al., 1999). Os GHs recombinantes produzidos em E. coli tiveram
um importante papel nas pesquisas iniciais sobre as respostas fisioldgicas de peixes submetidos
ao hormonio e suas possiveis aplicacdes na aquicultura (Li et al., 2003). No entanto, E. coli é
um procarioto, € durante a sintese proteica apresenta caracteristicas intrinsecas diferentes das
encontradas nos eucariotos. A baixa capacidade de enderecamento de proteinas no
processamento pos-traducional dessa bactéria implica na formacdo de corpos de inclusdo
insoluveis e uma reduzida atividade da proteina recombinante (De Bernardez Clark, 1998).

Para que o GH exerca a bioatividade esperada na promogao do crescimento somatico ¢
essencial a ocorréncia de dobramento correto dessa molécula por meio das pontes dissulfeto
que se formam entre os residuos de cisteina (Chen et al., 1992). Quando expresso em sistema
procarioto, que nao forma pontes dissulfeto, esse tipo de proteina sofre distorgoes

conformacionais que levam a agregacdo e perda funcional da molécula (Arranz et al., 2008).
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Portanto, a formagao de corpos de inclusdo insoltveis, a baixa atividade e a necessidade de
renaturagao da proteina produzida por E. coli representam limitagdes nas possibilidades de uso
desse sistema de expressdo em pesquisas com fins comerciais.

Com o desenvolvimento dos sistemas de expressdo eucariotos, os GHs de diversas
espécies de peixes passaram a ser produzidos em leveduras (Li et al., 2003), como alternativa
as limitagdes dos sistemas procariotos. As vantagens desses sistemas residem no fato de que
eles fornecem um ambiente apropriado para a sintese de proteinas eucariodticas, oferecendo
condi¢des para que ocorra dobramento correto, formagao de pontes dissulfeto, oligomerizagao
e modificagdes pos-traducionais (incluindo clivagem do peptideo sinal, clivagem proteolitica,
N-glicosilacao, O-glicosilacao, acilacdo, amidagao, fosforilagdo e carboximetilagao) similares
as que ocorrem nas proteinas de mamiferos (Cregg et al., 1993; Cereghino & Cregg 2000;
Cereghino et al., 2002).

Dependendo da finalidade de aplicagao do produto expresso, pode-se optar entre as
estratégias de expressdo intra ou extracelular. Na expressao extracelular, existe a vantagem de
a proteina recombinante ser enderecada diretamente para o sobrenadante da cultura, o que serve
como primeira etapa de purificagdo do produto expresso. Por outro lado, na expressao
intracelular, ¢ necessaria a adogao de procedimentos downstream de ruptura das células para
extracao da proteina recombinante, o que significa aumento nos custos de producao e etapas a
mais no rol de experimentos laboratoriais (Cregg et al., 1993; Cereghino & Cregg, 2000).

Embora muitos estudos sobre os efeitos fisiologicos e eficiéncia de hormdnios de
crescimento recombinantes (rGHs) sobre o desempenho zootécnico de peixes tenham sido
realizados com esses hormonios purificados, livres de pellets das células hospedeiras (Fine et
al., 1993; Tsai et al., 1997; Jeh et al., 1998; Li et al., 2003; Funkenstein et al., 2005), a
purificagcdo de rGHs de peixes ndo ¢ um processo economicamente viavel para uso em cultivo
comercial (Liu et al., 2008), haja vista a necessidade de tecnologia onerosa.

Além de E. coli, existem relatos da expressdao bem-sucedida de rGHs de peixes em
sistemas eucariotos, tais como leveduras (Saccharomyces cerevisiae € P. pastoris), células de

insetos e algas (Tabela 1).
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Tabela 1. Producdo de horménios de crescimento de peixes em sistemas de expressdo heterologa.

Sistema de expressio Espécie de peixe Referéncia
E. coli “chum salmon” (Oncorhynchus keta) Sekine et al. (1985)
“rainbow trout” (Salmo gairdneri) Agellon & Chen (1986); Agellon et

al. (1988b); Rentier-Delrue et al.
(1989b); Tsai & Tseng (1992);

“japanese eel” (Anguilla japonica) Saito et al. (1988)

“tuna” (Thunnus thynnus) Sato et al. (1988, 1989); Kimura
(1991)

tilapia (Oreochromis niloticus) Rentier-Delrue et al. (1989a)

“grass carp” (Ctenopharyngodon idellus)  Ho et al. (1991); Wang et al. (2001)

“common carp” (Cyprinus carpio) Fine et al. (1993); Bai et al. (1999)

“chinook salmon” (O. tshawytscha) Song et al., (1993)

“yellowfin porgy” (Acanthopagrus latus)  Tsai et al. (1993a, 1995, 1997)

“striped bass” (Morone saxatilis) Cheng et al. (1995)

“flounder” (Paralichthys olivaceus) Jeh et al. (1998)

“goldfish” (Carassius auratus) Mahmoud et al. (1998)

“rabbitfish” (Siganus guttatus) Ayson et al. (2000)

“indian catfish” (Heteropneustes fossilis) ~ Anathy et al. (2001)

“rohu” (Labeo rohita) Venugopal et al. (2002a)

“mrigal” (Cirrhina mrigala) e “catla” Venugopal et al. (2002b)
(Catla catla)

“giant catfish” (Pangasianodon gigas) Promdonkoy et al. (2004)
“rabbitfish” (Siganus guttatus) Funkenstein et al. (2005)
“pejerrey” (Odontesthes bonariensis) Sciara et al. (2006, 2011)
Arranz et al. (2008)
S. cerevisiae “tuna” (Thunnus thynnus) Hayami et al. (1989)
“rainbow trout” (Salmo gairdneri) Tsai et al. (1994a); Ma et al. (1999)
“giant catfish” (Pangasianodon gigas) Piyaviriyakul et al. (2002)
P. pastoris “Japanese seabass” (Lateolabrax Chen et al. (1998)
Japonicus)
“common carp” (Cyprinus carpio) Lietal. (2001, 2003)
“grass carp” (Ctenopharyngodon idellus) ~ Wang et al. (2003)
tilapia (Oreochromis sp.) Acosta et al. (2007)
Células de insetos “yellowfin porgy” (Acanthopagrus latus)  Tsai et al. (1994b)
“grass carp” (Ctenopharyngodon idellus)  Ho et al. (1998)
Algas “flounder” (Paralichthys olivaceus) Kim et al. (2003)
“yellowfin porgy” (Acanthopagrus latus) ~ Chen et al. (2008)
“flounder” (Paralichthys olivaceus) Liu et al. (2008)

Uma importante vantagem da utilizagdo da levedura P. pastoris para a producao de GHs
estd relacionada ao fato dessa levedura apresentar status GRAS (generally regarded as safe).
A biomassa de P. pastoris expressando o rGH pode ser aproveitada como ingrediente na
formulacao de racdes comerciais utilizadas em pisciculturas. Muitos estudos sobre a nutricao
de peixes t€ém demonstrado que células de leveduras intactas, desidratadas ou lisadas em
diferentes niveis de inclusdo na ragdo aumentam a digestibilidade (Hisano et al., 2008), a
eficiéncia alimentar, a resisténcia imunoldgica contra infec¢des (Li & Gatlin, 2003, 2004;

Ortufio et al., 2002), os desempenhos produtivos (Tsai et al., 1993b; Hisano et al., 2007,
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Gaiotto, 2005; Olvera-Novoa et al., 2002; Essa et al., 2011; Ozério et al., 2012) e reprodutivos
(Signor, 2009), e a conversdo alimentar de peixes (Meurer et al., 2000; Pezzato et al., 2006),
além de servirem como fonte de vitaminas hidrossoluveis (Baccarin & Pezzato, 2001).
Portanto, a tecnologia de producdo de proteinas heterdlogas em sistemas eucariotos tem
se apresentando como uma alternativa promissora em biotecnologia aquatica visando o
melhoramento do potencial produtivo de peixes cultivados, o que torna a producao heterologa
do GH de tambaqui em P. pastoris uma estratégia de amplia¢do da produtividade do tambaqui

cultivado, tornando a espécie mais rentavel a piscicultura.

3.5 Efeito de hormonios de crescimento recombinantes (rGHs) sobre o crescimento de

peixes

Muitos estudos relatam que a administragdo de rGHs tem acelerado o crescimento, o
peso e a conversao alimentar em peixes (Sekine et al., 1985; Agellon et al., 1988b; Melamed et
al., 2002). Também existem relatos de que rGHs de mamiferos tém acelerado o crescimento em
diversas espécies de peixes (Schulte et al., 1989; McLean et al., 1990; Hertz et al., 1991). Esses
estudos concluem que o uso de rGHs ¢ uma tecnologia possivel em pecuaria (Tsai et al., 1997).

Dentre as diversas maneiras pelas quais o rGH pode ser administrado aos peixes, a via
oral junto a racdo parece ser a mais viavel a piscicultura, haja vista ndo necessitar de manuseio
intensivo do animal (McLean et al., 1990; Jeh et al., 1998; Melamed et al., 2002), o que evita
estresse nos tanques de cultivo (Tsai et al., 1997). Outra vantagem da administragdo oral esta
no fato de que as células epiteliais do trato intestinal de peixes absorvem o rGH com grande
facilidade, visto que o mesmo logo ¢ detectado no plasma sanguineo (Le Bail, 1989; Hertz et
al., 1991; Moriyama et al., 1990, 1993).

A administracao do rGH também pode ser realizada mediante a imersao do peixe em
agua contendo o hormoénio (Agellon et al., 1988b; Schulte et al., 1989; Moriyama & Kawauchi,
1990; Acosta et al., 2007), ou através de inje¢ao via intramuscular ou intraperitoneal (Sekine et
al., 1985; Schulte et al., 1989; Fine et al., 1993; Tsai et al., 1995; Guillén et al., 1998; Li et al.,
2003; Promdonkoy et al., 2004; Funkenstein et al., 2005). Essas formas sdo impraticaveis em
aquicultura de grande porte haja vista a necessidade de mao-de-obra (Liu et al., 2008), todavia
sdo importantes para os estudos fisioldgicos e de analise da bioatividade da molécula

recombinante.



38

Acosta et al. (2007) demonstraram que o estudo da eficiéncia de rGHs pode ser realizado
com o0 hormdnio nao purificado do extrato celular. Ao imergir tilapias por 90 minutos em agua
contendo células de P. pastoris intactas expressando o GH recombinante de tilapia (tiGH), em
concentracdo de 0,1 mg de tiGH por litro de dgua, repetindo-se o procedimento trés vezes por
semana durante seis semanas, observaram um aumento na taxa de peso corporal dos peixes

tratados com o tiGH de 171% em relagdo ao grupo controle.
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Figura 10. A esquerda: fenétipo dos peixes dos grupos controle e experimental apos seis semanas de
tratamento com o GH recombinante de tildpia (tiGH) (tamanho dado em centimetros). A direita: peso
corporal na 2% 4* ¢ 6* semana do inicio do experimento.

Fonte: Acosta et al. (2007) com adaptacgdes.

Sekine et al. (1985), ao testarem, separadamente, o rGH (parcialmente purificado) de
“chum salmon” (Oncorhynchus keta) produzido em E. coli e o GH natural extraido da hipofise
de salmdo, obtiveram em ambos os casos um crescimento significativo de “rainbow trout”
(Salmo gairdneri) em relagao ao placebo, sendo a eficiéncia do rGH indistinguivel da eficiéncia
do GH natural. Ayson et al., (2000) também observaram equivaléncia entre o efeito do rGH de
“rabbitfish” (Siganus guttatus) e GH natural oriundo da hipofise.

O rGH deve ser administrado em doses moderadas, visto que em alguns estudos t€ém
sido demonstrados que em doses elevadas exibem um efeito adverso ao esperado para o
crescimento em peixes. Quando o rGH ¢ administrado via inje¢do, as concentragcdes acima de
1 ng de rGH/g de peso corporal do peixe demonstram-se demasiadas. Em experimento
realizado por Tsai et al. (1995), os peixes (“striped mullets” - Mugil cephalus) tratados com 1
png de rGH/g de peso corporal apresentaram crescimento inferior aos peixes tratados com 0,1
pg/g. Os mesmos autores observaram que a dosagem de 2 pg de rGH/g de peso corporal ndo
estimulou um crescimento significativo em relacao ao grupo controle. Em “rainbow trout” (S.
gairdneri), Agellon et al. (1988) observaram que a taxa de crescimento especifico do grupo

tratado com alta dose (2 pg/g) de rGH foi menor do que a do grupo tratado com baixa dose (0,2
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ug/g). Em “goldfish” (Carassius auratus), Promdonkoy et al. (2004) observaram que os peixes
tratados com dosagem 0,1 pg/g de peso corporal cresceram levemente mais rapido, embora nao
estatisticamente significativo, que os tratados com 1 pg/g.

Para o rGH administrado junto a ragdo, a concentracdo de 1% (p/p) demonstrou-se
demasiada, exibindo efeito adverso. Tsai et al. (1997) observaram que “black seabream”
(Acanthopagrus schlegeli) alimentados com racdo contendo 0,5% de rGH purificado exibiram
melhor desempenho no crescimento do que os peixes alimentados com racao a 1% de rGH,
indicando que elevadas doses do rGH na rag¢do causam efeito negativo sobre o crescimento.

Uma questao controversa sobre o uso de ragdes suplementadas com rGHs para cultivo
comercial de peixes centra-se numa possivel alteragao da composicao quimica e nutricional da
carne desses animais. A resposta para essa questdo pode ser esclarecida no trabalho de Li et al.
(2003), onde foi observado que a administragdo do rGH de carpa (C. carpio) em juvenis de
tilapia (Oreochromis niloticus) nao alterou significativamente a composi¢do quimica da
musculatura dos animais do grupo experimental em relagdo ao controle. Em experimento
similar, Agellon et al. (1988b), trabalhando com “rainbow trout” (Salmo gairdneri), também
observaram a inexisténcia de diferencas significativas na composi¢do quimica e estrutural do
tecido muscular dos peixes do grupo experimental em relagdo ao controle.

No caso do tambaqui, muitos estudos para conhecer as possiveis alteracdes na
composicdo quimica e nutricional dos tecidos corporais de peixes tratados com o rGH ainda
devem ser realizados. No entanto, neste processo de desenvolvimento tecnologico, as pesquisas
moleculares de engenharia genética e producao heterdloga do rGH de tambaqui antecedem os
testes de desempenho zootécnico, momento em que as analises bioquimicas da carne deverao

ser realizadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens de hospedeiras

- Escherichia coli DHIOB: linhagem de genotipo F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A (ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG
/pMON14272 / pMON7124. Essas células sao adequadas para clonagem de DNA, construgao
de bancos de genes e bibliotecas de cDNAs. Foi utilizada nos procedimentos de manipulagado

de DNA.

- Pichia pastoris GS115: linhagem de genotipo his4 e fendtipo Mut'. Possui mutagdo no gene
his4 codificante para a enzima histidinol desidrogenase, o que implica incapacidade de
sintetizar o aminoacido histidina (His”), ndo crescendo em meio auxotrofico para este
aminoacido. Os transformantes sdo selecionados por sua habilidade de crescer em meio
deficiente de histidina (Invitrogen, 2010). Essa linhagem foi utilizada para expressdo do tGH
pela transformagdo com vetor carregando a marca de selecao auxotrofica HIS4 e o gene #gh.
Essas células compdem o acervo de células hospedeiras do Laboratorio de Tecnologias

do DNA Recombinante da UFAM.

4.2 Meios de cultivos

Apéndice.

4.3 Vetores utilizados

- pUC19 (New England BioLabs): ¢ um vetor de clonagem comumente usado em E. coli. Possui
tamanho molecular de 2686 pb e capacidade de gerar um alto nimero de copias plasmidiais
durante a clonagem molecular. No multiplo sitio de clonagem (MCS), este vetor carrega sitios
de reconhecimento especificos para 13 endonucleases de restricdo. As regides ori (origem de
replicagdo em procarioto), 4p® (gene codificador da enzima beta-lactamase para selecdo
dominante dos transformantes — resisténcia a ampicilina) e lacZa (fragmento derivado do gene

lacZ do operon Lac de E. coli) sdo mostradas no mapa abaixo (figura 11).
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Figura 11. Mapa circular do vetor de clonagem pUCI19 e suas principais regides.
Fonte: New England BioLabs.

- pPIC9 (Invitrogen): ¢ apropriado para expressdo e secrecdo de proteinas heterélogas em P.

41

pastoris € apresenta as seguintes caracteristicas: a) tamanho de 8023 pb; b) presenca do

promotor AOX1 do gene codificador da enzima alcool oxidase I, fortemente induzivel por

metanol; ¢) sequéncia codificadora do peptideo sinal de secrecdo fator-a de S. cerevisiae (S);

d) regido de multiplos sitios de clonagem com sitios de reconhecimento por endonucleases de

clivagem stick end (extremidade colante) e blunt end (extremidade cega); €) terminador de

transcrigao proprio (TT); f) origem de replicacdo funcional em E. coli (derivada do vetor

pBR322); g) sitios para integracdo no genoma de P. pastoris nas regides HIS4 ou AOX1; h)

marca de sele¢do auxotréficas HIS4; e, 1) gene de resisténcia a ampicilina (Invitrogen, 2010),

conforme ilustrado na figura 12 abaixo.

3' AOKA

Bgl Il

Figura 12. Mapa circular do vetor de expressao e secre¢do pPIC9 e suas principais regides.

Fonte: Invitrogen (2010).
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4.4 Sintese quimica da regiao estrutural do gene do hormonio de crescimento de tambaqui

(zgh)

A sequéncia nucleotidica da regido estrutural do cDNA do tGH foi obtida a partir de
uma biblioteca de cDNA da hipofise e parte do cérebro de tambaqui previamente construida
em trabalho realizado por Sousa (2009). Essa sequéncia foi otimizada para expressao em P.
pastoris levando em consideragdo os codons preferenciais dessa levedura e o equilibrio
proporcional entre o conteudo de bases nitrogenadas citosina (C) com guanina (G) e adenina
(A) com timina (T). A sequéncia foi flanqueada em 5’ e 3’ com sitios de restricdo para
reconhecimento especifico das endonucleases EcoRI e Notl, respectivamente, para a sua
subclonagem no vetor pPIC9. Na extremidade 3°, anterior ao stop codon, foi inserida uma
sequéncia codificadora para cauda de seis residuos de histidina (His-tag) para confirmacio da
proteina recombinante por meio de ensaios imunoldgicos. Essa construgdo génica foi
quimicamente sintetizada pela empresa Genone e o gene sintético tgh foi clonado no vetor
pUCI19 (ver figura 10) pela mesma empresa. Esse vetor carregando a regido estrutural do GH
de tambaqui passou a ser denominado pUC-tGH.

Durante a otimizacdao da sequéncia da regido estrutural do GH de tambaqui para
expressao em P. pastoris foram utilizadas as ferramentas de bioinformatica Oligocalc,
molecular toolkit, NEBcutter V2.0, ClustalW2 e Blast disponiveis na internet. A determinacao
das propriedades tedricas como a massa molecular, sitios de glicosilacdo, ponto isoelétrico (pI)
e meia-vida da proteina recombinante predita foi realizada com o auxilio das ferramentas de

bioinformatica ExPASy, ProtParam, NetNGlyc 1.0 Server e NetOGlyc 3.1 Server.

4.5 Construcao do plasmideo recombinante pPIC-tGH

Para constru¢cdo do vetor de expressdao e secrecao do tGH em P. pastoris, a regido
estrutural do GH de tambaqui foi primeiramente liberada do vetor de clonagem pUC-tGH por
digestao dupla com as endonucleases EcoRI e Notl nas seguintes condi¢des: tampao de EcoRI
1X, BSA 100 pg/mL, 5 U de cada endonuclease, 3 pL. de DNA (~600 ng) em volume final de
10 pL. O sistema de reagao foi mantido em repouso a 37 °C por 3 h. A visualizag¢ao dos produtos
da digestao se deu por eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio na

concentragdo de 0,5 ug/mL e visualizado sob luz ultravioleta (UV).
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Em seguida, o fragmento correspondente a regiao estrutural do tGH foi purificado do
gel de agarose com o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)
e ligado ao multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9, previamente purificado e linearizado
com as endonucleases EcoRI e Nofl nas mesmas condigdes reacionais acima. A reacdo de
ligacdo se deu por acdo da enzima T4-DNA ligase (New England BioLabs) conforme as
condig¢des recomendadas pelo fabricante e o sistema incubado por 16 horas a 16 °C respeitando
as propor¢des de 3-5 moléculas de inserto para 1 molécula de vetor. O plasmideo recombinante
resultante da ligacdo do vetor pPIC9 com o fragmento sintético zgh foi denominado pPIC-tGH,
sendo constituido por 8609 pb. Esse plasmideo foi utilizado para transformar células de E. coli
DH10B eletrocompetentes. A figura 13 mostra o multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9 e
as suas sequéncias adjacentes.

7]73 AOX1 mRN;I‘\ 5" end (824)

ACAGCAATAT ATAAACAGAA GGAAGCTGCC CTGTCTTAAA CCTTTTTTTT TATCATCATT ATTAGCTTAC

5° AOX1 Primer Site (855-875)
r 1
GCGACTGGTT CCAATTGACA AGCTTATGAT TTTAACGACT TTTAACGACA ACTTGAGAAG

?-Factor(949-1215)

ATCAAAAAAC AACTAATTAT TCGAAGGATC CAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala

GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT
Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAA ACG GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT
Glu Thr Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT ATA
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe Ile

a-Factor Primer Site (1152-1172) )I(ho |

I 1
AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA
Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu Glu Lys Arg

Signal cleavage (1204)

Sn?BI EC?R|

GAG GCT GAA GCRUJIAC GTA GAA TTC
Glu Ala Glu Ala T Glu Phe

GCG AAT TAA TTCGCCTTAG
Ala Asn **x

—
ACATGACTGT TCCTCAGTTC AAGTTGGGCA CTTACGAGAA GACCGGTCTT GCTAGATTCT AATCAAGAGG

3 AOX1 Primer Site (1327-1347)
1

ATGTCAGAAT GCCATTTGCC/TGAGAGATGC AGGCTTCATT TTTGATACTT TTTTATTTGT AACCTATATA

AOX1 mRNA3' end (1418)
GTATAGGATT TTTTTTGTCA

Figura 13. Multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9 e as regides adjacentes. No circulo vermelho observam-se
sitios EcoRI e Notl que foram usados para subclonagem direcional do inserto #/gh ao vetor pPIC9. Nos circulos
pretos evidenciam-se os sitios de anelamento dos iniciadores usados na PCR de colénia. O cddon de iniciacdo da
traducdo (ATG) a partir do fator o do peptideo sinal e a sequéncia de clivagem proteolitica do peptideo sinal apds
o enderegamento da proteina também estdo mostrados.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptagdes.
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4.6 Transformacao de Escherichia coli DH10B com o plasmideo recombinante pPIC-tGH

Células de E. coli DH10 foram cultivadas e tornadas eletrocompetentes apos sucessivas
lavagens com glicerol 10 %. Para isso, uma tnica coldnia da bactéria foi inoculada em 20 mL
de meio LB e incubada em agitador de bancada a 37 °C por uma noite (overnight). Um mililitro
dessa cultura foi inoculado em 300 mL de meio LB sem antibioticos. O indculo foi mantido sob
agitacdo até a cultura atingir densidade 6ptica em 600 nm (D.O.¢00) igual a 0,5. Ap0s isso, o
frasco contendo a cultura foi colocado em banho de gelo por 1 hora e entdo a cultura resfriada
foi dividida em tubos, cada um com 50 mL de capacidade e centrifugados a 3500 g por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado imediatamente e as células ressuspensas
gentilmente usando 10 mL de glicerol 10 % estéril e gelado. Em seguida foi realizada uma nova
centrifugacdo a 3500 g por 8 minutos, seguida de descarte do sobrenadante e ressuspensdo de
cada pellet novamente em 10 mL de glicerol 10 % gelado e estéril. Essas lavagens foram
repetidas por mais quatro vezes com subsequente centrifugacdo das células. O pellet foi
ressuspenso em 15 mL de glicerol 10 % gelado e estéril, centrifugado, recuperado e em seguida
ressuspendido em 1 mL de glicerol 10 % gelado e estéril. As células eletrocompetentes foram
aliquotadas em volume de 80 puL e imediatamente estocadas em freezer na temperatura de -80
°C.

O vetor recombinante pPIC-tGH foi propagado por clonagem molecular em células de
E. coli DH10B eletrocompetentes conservadas a -80 °C. A transformagao genética foi realizada
por eletroporacdo em pulso elétrico de 1900 volts em aparelho eletroporador (Modelo
Eletroporator 2510 Eppendorf, cubeta com passagem de 1,0 mm e capacidade de 80 uL de
células competentes) que garantiu a inser¢do do plasmideo na célula hospedeira. Imediatamente
apos o pulso elétrico, as células eletroporadas foram ressuspensas em 1 mL de meio LB e o
conteudo transferido para um microtubo de 1,5 mL, o qual foi incubado a 37 °C por 1 hora sem
agitacdo, tempo necessario para iniciar a expressao do gene de resisténcia a ampicilina na
hospedeira. Logo ap6s realizou-se a semeadura (com volumes de células entre 25 a 300 L) em
placas de Petri contendo aproximadamente 25 mL de meio LB agar 1,5-2 % e o agente seletivo
ampicilina na concentragao de 200 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica
a 37 °C por 16 horas para crescimento das coldnias transformantes E. coli DH10B/pPIC-tGH,
as quais foram analisadas por PCR de colonia para confirmagao da presenca da regiao estrutural

do tGH.
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4.7 PCR de colonia para selecio dos transformantes de Escherichia coli DH10B

carregando plasmideo recombinante pPIC-tGH

Foi realizada PCR de colonia em 10 clones transformantes de E. coli DHI10B
selecionados aleatoriamente para confirmagdo da presenca da regido estrutural do tGH. Os
iniciadores utilizados foram: 5’ AOX1-forward (senso) 5'-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3" e 3’AOX1-reverse (anti-senso) 5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3" (Invitrogen, 2010). Esses iniciadores sao
complementares as regides de inicio e término do promotor AOX1 no vetor pPICY,
respectivamente. Essas regides flanqueiam o inserto sub-clonado no plasmideo pPIC-tGH.

Os 10 clones transformantes foram retirados do meio de crescimento e transferidos para
microtubos contendo 5 uL de d4gua MilliQ estéril. Para rea¢do de PCR, foi utilizado 1 xL dessa
suspensao e adicionado ao sistema de reacao previamente ajustado com tampao da enzima 7aq
DNA polimerase 1X, 1,5 mM de MgCl, 0,3 mM de dNTPs, 5 pmol de cada iniciador e 1,5 U
da enzima Taq DNA polimerase do kit comercial da empresa Biotech AMAZONIA. As
condi¢des da reagdo foram as seguintes: 2 minutos a 95 °C, seguido de 25 ciclos de 94 °C por
40 segundos, 62 °C por 40 segundos, 72 °C por 1 minuto e uma extensao final a 72 °C por 5

minutos. Os produtos resultantes da PCR de coldnia foram analisados em gel de agarose 0,8 %.

4.8 Extracio de DNA plasmidial

Clones que confirmaram a presenga do inserto 7gh na PCR de colonia foram cultivados
a 37 °C por 16 horas em 20 mL de meio LB liquido com o agente seletivo ampicilina na
concentragdo 100 pg/mL. Para a extragdo do DNA plasmidial dos clones foi utilizado o kit
lllustra PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), o qual possui solugdes atuantes nas fases
de lise celular, desproteinizagdo, lavagem e eluicdo do DNA plasmidial. Os procedimentos
foram realizados segundo as especificagdes do fabricante. O perfil eletroforético dos produtos

de extragdo plasmidial se deu em gel de agarose 0,8 %.
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4.9 Analise de restricao do plasmideo recombinante pPIC-tGH

O DNA plasmidial extraido da hospedeira E. coli DH10B/pPIC-tGH foi submetido a
andlise de restricdo por endonucleases para confirmagdo da correta constru¢do do plasmideo
engenheirado pPIC-tGH. Na anélise de restri¢gao, o DNA plasmidial sofreu dupla digestao com
as endonucleases EcoRI e Notl (New England Biolabs). As condi¢des da reagdo de digestdo
foram as seguintes: tampao NEB 3 1X, BSA 100 pg/mL, 5 U de cada endonuclease, 2 uL de
DNA em volume final de 10 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 2,5 horas. O perfil

eletroforético dos produtos da digestdo enzimatica se deu em gel de agarose 0,8 %.

4.10 Transformacio de Pichia pastoris GS115 com o plasmideo pPIC-tGH

Inicialmente foi necessario proceder com a preparagado de células eletrocompetentes de
P. pastoris GS115 para que, ap6s impulso elétrico, pudessem receber em seu genoma o cassete
de expressdo contendo o gene codificador do tGH. Essas células foram preparadas de acordo
com o protocolo descrito no manual de expressdo gé€nica em P. pastoris (Invitrogen, 2010).
Para tal, uma colonia de células de P. pastoris foi inoculada em Erlenmeyer de 125 mL
contendo 5 mL de meio YPD e cultivada por 24 horas a 30 °C. Aproximadamente 0,5 mL desse
pré-indculo foi adicionado em 500 mL de meio YPD (em Erlenmeyer de 2 L) e incubados a 30
°C sob agitagdo de 200 rpm até a cultura atingir D.O.¢00 de 1,3 a 1,5, que corresponde a fase de
crescimento exponencial com presencga de células viaveis. Atingindo esta fase crescimento, as
células foram centrifugadas a 1500 g por 5 minutos a 4 °C e ressuspensas em 500 mL de agua
gelada estéril. Esse passo foi repetido por mais duas vezes utilizando em cada repeticao 250
mL de 4dgua gelada estéril. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 20 mL de sorbitol
1 M gelado estéril, novamente centrifugadas a 1500 g por 5 minutos a 4 °C e ressuspensas em
0,5 mL de sorbitol 1 M gelado estéril, completando para um volume final de 1,5 mL apos
delicada homogeneizagdo. Ao final deste passo as células foram consideradas
eletrocompetentes e estocadas em aliquotas de 80 pL em temperatura de -80 °C.

Para transformagao das células eletrocompetentes de P. pastoris GS115, o vetor pPIC-
tGH foi digerido com a endonuclease Bg/II para liberagdao do cassete de expressao contendo o
cDNA do tGH. As condi¢des da reagdo de digestdo foram as seguintes: tampao NEB 3 1X, BSA
100 pg/mL, 5 U de Bg/ll, 1,5 uL de DNA em volume final de 20 pL. A reagdo foi incubada a
37 °C por 3 horas

Para a eletroporagdo, foram utilizados 80 pL de células eletrocompetentes misturadas
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com 10 pg do DNA linearizado em volume de 10 pLL em agua MilliQ autoclavada. O sistema
de transformacao foi transferido para uma cubeta de eletroporacdo de 2 mm previamente
resfriada e incubado em gelo por 5 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a
eletroporacdo de 1500 volts em eletroporador (Electroporator 2510 — Eppendorf).
Imediatamente apds a eletroporagao, as células foram ressuspensas em 1 mL de sorbitol 1 M
gelado para auxiliar na recuperagdo da parede celular. O conteudo foi transferido para um
microtubo estéril de 1,5 mL e semeados volumes de 100, 200 e 300 pL em placas de petri
contendo meio MD sem o aminodcido histidina para selecdo auxotréfica das células
transformantes. As placas foram incubadas a 30 °C até o surgimento de clones recombinantes
His®, em geral em torno de 24 a 36 horas.

Como o vetor foi linearizado no sitio de Bg/Il, a transformacdo da hospedeira pode
ocorrer tanto por eventos de substitui¢do génica entre o locus do gene aoxl e cassete de
expressao carregando o gene heterdlogo tgh, quanto por eventos de simples recombinagao
homologa entre as regides HIS4 ou AOX1 do cassete de expressao com as respectivas regioes
homologas no genoma da levedura. No caso da substituicdo génica, implica na geracdo de
transformantes tanto com fendtipo His'Mut" quanto His"Mut®. Na simples recombinagio,
implica na geragdo de transformantes com fenotipo His"Mut™ somente (Cregg et al., 1993,

2000; Invitrogen, 2010).

4.11 Selecio dos fenotipos Mut* e Mut® de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH

O experimento para determinagio dos fenotipos Mut™ e Mut® foi realizado segundo as
recomendacdes do manual de expressdo em P. pastoris (Invitrogen, 2010). Para tal, foram
aleatoriamente selecionados 34 clones recombinantes de P. pastoris (GS115/pPIC-tGH) e dois
controles positivos de fenotipos conhecidos Mut”™ e Mut® preservados no Laboratorio de
Tecnologia do DNA da UFAM. Esses foram semeados no sistema de replica-plating nos meios
MD e MM e em seguida incubados a 30 °C por trés dias. Nas placas com meio MM foi
adicionado 0,5 mL de metanol absoluto a cada 24 h. A diferenga na velocidade de crescimento
dos clones no meio MM revelou seus respectivos fenotipos: as células com crescimento mais

rapido foram determinadas como Mut" e as que cresceram mais lentamente, como Mut®.
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4.12 Inducio da expressio heterologa em frascos agitados com Pichia pastoris

GS115/pPIC-tGH/Mut" e Mut*

Para a realizagdo do experimento de induc¢do da expressao heterdloga em frascos
agitados, foram selecionadas cinco colonias de P. pastoris transformantes: quatro clones
GS115/pPIC-tGH, dois com fenotipo Mut' e dois com fen6tipo Mut®, € um clone GS115/pPIC9
com fendtipo Mut" (controle negativo). Para aumento de massa celular, os clones selecionados
foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGY-U em Erlenmeyer de 250 mL e
incubados a 30 °C sob agitagdo de 250 rpm até que a cultura atingisse D.O.e00 entre 2-6, em
tempo aproximado de 18 a 24 horas. Ao atingir a D.O.e00 necessaria, as culturas foram
centrifugadas a 3000 g por 5 minutos a 4 °C e ressuspensas em 50 mL de meio BMMY-U em
frascos Erlenmeyer de 500 mL de modo que a D.O.s00 inicial da cultura ficasse proximo a 1,0.
A indugao do promotor AOX1, o qual sinaliza a transcrigao do gene fgh integrado ao genoma
da hospedeira, foi realizada por adi¢do de metanol absoluto a cada 24 horas as culturas celulares,
mantendo uma concentragdo final de 0,5 % (v/v). A indugdo da expressdo génica foi realizada
durante 120 horas a 30 °C sob agitagao constante de 250 rpm.

Para posterior andlise da expressao da proteina heterdloga por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), foram realizadas coletas das culturas nos
intervalos de 0 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de indugdo. As aliquotas das culturas foram
centrifugadas a 12000 g por 3 minutos a 4 °C e os sobrenadantes imediatamente conservados a

-80 °C para posterior analise.

4.13 Cinética de crescimento em metanol de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH

Para a determinacao da cinética de crescimento de P. pastoris produtora de tGH, foram
realizadas coletas das culturas nos intervalos de 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h ¢ 120 h de indugao
com metanol. Os clones selecionados para a cinética de crescimento foram os mesmos do
experimento de inducao do item 4.12. A curva de crescimento da levedura foi determinada
medindo-se a D.0O.¢00 em cada tempo. A D.O.600 obtida foi convertida para massa celular (g/L)

utilizando-se a formula (g/L) = 0,22 X D.O.600.
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4.14 Analise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE

Os sobrenadantes das culturas foram analisados em gel SDS-PAGE, conforme
modificacdes da metodologia descrita por Sambrook et al. (1989). Aliquotas de
aproximadamente 4 mL dos sobrenadantes das culturas nos tempos de 0 h, 24 h, 48 h, 72 h e
96 h de indugao foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA) a concentragao final de 10
%. Apos a centrifugagdo de 12000 g a 4 °C, os pellets das proteinas precipitadas foram lavados
com acetona 100 % gelada e em seguida ressuspensos em 100 4L de tampao de amostra 1X
para SDS-PAGE (200 mM Tris pH 6,8; 0,1 % azul de bromofenol (p/v); 4 % SDS (v/v); 4 %
B-mercaptoetanol; 20 % glicerol (v/v)). Em seguida, as amostras foram fervidas a 100 °C em
banho-maria por 5 minutos e prontamente incubadas em gelo até a aplicacao no gel SDS-PAGE.
As amostras foram aplicadas em um sistema de minigel com gradientes de poliacrilamida de 5
% concentrador e 15 % separador. A eletroforese foi realizada em tempo aproximado de 2 horas
nas seguintes condic¢des: tensao 200 volts, corrente 50 mA e poténcia 30W. O marcador
molecular utilizado foi o GH de humano isoforma de 20 kDa, gentilmente cedido pela empresa
Cristalia-Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA. Apds a corrida eletroforética, o gel com as
proteinas separadas foi submerso por 30 minutos em solugdo fixadora (4cido acético 10 %,
metanol 40 %) e em seguida corado com azul brilhante de Coomassie (0,1 % de Coomassie G-
250 (p/v), acido fosforico 2 % (v/v), sulfato de amonio 10 % (p/v), metanol 20 % (v/v)) por
incubacgdo overnight. Apos esse procedimento, o gel foi submerso em agua destilada para perder
o excesso de corante para que sua imagem fosse entdo documentada por digitalizacdo em

scanner (LabScan 5.0, GE Healthcare).

4.15 Analise Western blotting para confirmacio da proteina recombinante

Para confirmagdo do rtGH nos sobrenadantes das culturas de P. pastoris GS115/pPIC-
tGH induzidas por metanol foi realizada analise Western blotting usando anticorpo primario
que reage especificamente com a cauda de histidina fusionada em C-terminal da proteina
recombinante. Apds a corrida eletroforética em gel SDS-PAGE (conforme descrito no item
4.14), as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema de
transferéncia semi-seco (Trans-Blot®SD, Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) durante 1 h nas
seguintes condi¢des: 10 volts, 0,13 A, 1 W. Apo6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose

com as proteinas imobilizadas foi tratada com os anticorpos fabricados pela Invitrogen
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(catalogo ntimero 46-0693) e reagentes do kit WesternBreeze® Chromogenic Western Blot
Immunodetection Kit (Invitrogen), cujos procedimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apos a revelacdo das amostras na membrana, a imagem foi

documentada por digitalizacdo em scanner.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese quimica da regido estrutural do gene #gh para expressao em Pichia pastoris

GS115

As tentativas preliminares de expressao do cDNA do GH de tambaqui em P. pastoris,
clonado no vetor pPIC9 (construcdo de Sousa, 2009), foram malogradas. A andlise literaria
revelou que as sequéncias de DNA com elevado conteudo de AT (> 60 %) estdo associadas a
expressao em baixos niveis ou a ndo expressao de proteinas no sistema P. pastoris. O gene do
fragmento C da toxina do tétano de Clostridium tetani somente foi expresso em P. pastoris apds
a diminuicao das regides ricas em AT e aumento do conteiido de GC (Romanos et al., 1991).
Isso ocorre devido a terminagdo transcricional prematura do RNA (Romanos et al., 1992;
Boettner et al., 2007; Invitrogen, 2010).

Em S. cerevisiae, as sequéncias TAG...TA(T)GT...TTT e TTTTTATA sao descritas

como responsaveis pelo término prematuro de transcritos (Zaret & Sherman, 1982; Henikoff &
Cohen, 1984). Embora ndo amplamente reconhecida, a presenga dessas sequéncias pode ser a
razao comum para baixos rendimentos ou insucesso na expressao de alguns genes heterdlogos
em leveduras (Romanos et al., 1992). O gene gp120 codificador da glicoproteina integrante do
envelope do virus HIV-1 somente foi expresso em P. pastoris ap6s mudanca na sequéncia
ATTATTTTATAAA, responsavel pelo término prematuro dos transcritos (Scorer et al., 1993,
Invitrogen, 2010).

Em andlise da sequéncia do cDNA do GH de tambaqui isolado por Sousa (2009), foi
verificado que a mesma possuia 537 pb e o contetido de AT correspondia a 65 % das bases
nitrogenadas. Neste trabalho, essa sequéncia foi modificada com base nos cddons preferenciais
de P. pastoris sem alterar seu conteido de aminoacidos preditos na tradugdo. E o conteudo de
AT foi reduzido para 58 % para evitar a terminac¢ao transcricional prematura do RNA (Romanos
et al., 1992; Boettner et al., 2007; Invitrogen, 2010). A sequéncia génica engenheirada do GH
de tambaqui possui 586 pb.

Em andlise Blast de comparacao da sequéncia de aminoacidos do GH de tambaqui com
as sequéncias de GHs de outros vertebrados depositadas no banco de dados do NCBI, foi
possivel observar maior similaridade entre os GHs do tambaqui e do Piaractus mesopotamicus
(99 % identidade), seguida dos GHs dos Cypriniformes Ictiobus bubalus e Myxocyprinus

asiaticus, com 88,8 % identidade.
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Em andlise de alinhamento traducional entre a sequéncia otimizada do cDNA do GH de
tambaqui e a sequéncia predita de aminoacidos, foi possivel observar que a tradugdo esta em
fase, gerando um polipeptidio (rtGH) de 186 residuos de aminoacidos, incluindo os seis
residuos de histidina na regido C-terminal, conforme mostrado na figura 14. Outras andlises
com as ferramentas de bioinforméatica NetNGlyc 1.0 Server e NetOGlyc 3.1 Server revelaram a
existéncia de dois sitios sinais de N-glicosilagdo nas posi¢cdes 125 e 177 e a ausé€ncia de sitios

sinais para O-glicosilagdo na sequéncia de aminoacidos do rtGH.

EcORI

1 gcc gaa tte [acc aftg ggt tct gag aac caa aga ttg ttc aac aac gct gtc att aga gtt

1 M G S E N Q R L F N N A A I R v
61 caa cac ttg cat caa tta ¢gct gcc aag atg atc act gac ttc gaa gag tct ctg ttg cca
17 Q H L H Q L A A K M I T D F E E S L L P
121 gaa gag aga aga caa ttg tcc aag att ttc cca ctg tct ttc tgt aac tct gac tcc atc
37 E E R R Q L S K I F P L= S F c N S D S I
181 gaa gct cca act gga aag gat gag act caa aag tct tcc gtt ttg aaa ctt ctg cat atc
57 E A P T G K D E T Q K S s v L K L L H I
241 tct tac aga ctg att gag tcc tgg gag tac cca tcc aga atc ttg ggt aac cca aac caa
77 S Y R L I E S W E ¥ P S R I L G N P N Q
301 atc act gaa aag ttg gct gac ttg aaa gtt ggt atc tct gtc ttg atc aag ggt tgt ttg
o7 I T E K L A D L K v G I S \'4 L I K G Cc L
361 gat gga cag cca aac tct ttg cca ctt cct ttt gaa gac ttc tac
117 D G Q P N S L P L P F E D F Y
421 caa act ttg gga gat tct ttc aga ttg ctt gect tgt ttc aag aaa
137 Q T L G D S F R L L A c F K K
481 gat atg cat aag gtt gtt gct aac tgt aga aga tcc ttg gac tcc
157 D M H K v v A N c R R S L D S
541 aac tgt act ttg cat taa ttg agt agg cgg ccg cgg atc cag

177 N € T L [H_-H H H H H] stop NotI
\A A/ \ Cauda de 6 residuos de
Sitios sinais para N-glicosila¢do nas histidina

posi¢oes 126 e 178

Figura 14. Sequéncia de aminoacidos predita para o GH recombinante de tambaqui. Alinhamento traducional do
cDNA otimizado para expressao em Pichia pastoris. Os destaques cinzas indicam a existéncia de dois sitios sinais
para N-glicosilagdo e quatro residuos de cisteina. Em negrito estdo os sitios 5’-EcoRI e 3’-Notl. Também estdo
destacadas as sequéncias 5’-Kozak e a cauda de histidina na regido C-terminal.

5.2 Construcao do plasmideo recombinante pPIC-tGH

A liberagdo do fragmento da regido estrutural do gene do tGH de 586 pb do vetor pUC-
tGH foi realizada por meio de digestao dupla desse vetor com as endonucleases EcoRI e Notl.
Este fragmento génico foi purificado e ligado ao multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9,
previamente linearizado com as mesmas endonucleases. Na figura 15 sdo mostrados os perfis
eletroforéticos resultantes da digestdo do vetor pUC-tGH, da purificacdo do inserto génico e da
linearizacao do vetor pPIC9. O produto da ligacdo entre o inserto génico (¢gh) e o vetor pPIC9

foi usado para transformar E. coli DH10B.
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Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % da dupla digestdo do vetor pUC-tGH com as
endonucleases EcoRI e Not#l. M: marcador de massa molecular de 1Kb (Promega). Pogo 1: plasmideo pUC-tGH
apos digestdo endonucledsica; 2: inserto génico #gh purificado; 3: vetor pPIC9 purificado e linearizado com EcoRI
e Notl; 4: vetor pPIC9 ndo-linearizado.

Cerca de 30 clones foram obtidos por transformacao de E. col/i DH10B com o produto
da ligagao do inserto zgh ao vetor pPIC9. Na figura 16, sdo mostrados os resultados da PCR de
colonia para identificagdo dos transformantes de E. coli DH10B portadores do plasmideo
recombinante pPIC-tGH. Entre as dez colonias analisadas, cinco apresentaram o perfil
esperado, amplificando um fragmento de 1078 pb ao inserto génico do GH de tambaqui (586
pb) e a sequéncia do peptideo sinal do fator a de S. cerevisiae (492 pb) do vetor pPIC9.

2000 pb
1500 pb
tgh + fator a

(1078 pb)

1000 pb
750 pb

500 pb

L B 4 fator a (492 pb)

250 pb

Figura 16. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % mostrando os resultados da PCR de 10 clones de E. coli
DH10B transformados com o produto da ligagdo entre o vetor pPIC9 ¢ o inserto fgh. M: marcador de massa
molecular de 1kb (Promega). Pogos 1 e 6-9: E. coli DH10B/pPIC-tGH; 2-5 ¢ 10: E. coli DH10B/pPIC9; 11:
controle negativo da reagdo. As bandas positivas quanto a presenga do fragmento génico ¢gh correspondem ao
somatorio entre o tamanho deste fragmento (586 pb) e a regido codificadora para o peptideo sinal (492 pb) do
vetor pPIC9.
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Dentre os clones transformantes que confirmaram a presenga do inserto zgh na PCR de
colonia, um foi selecionado para a extracado do DNA plasmidial e analise de restricdo enzimatica
para confirma¢do do plasmideo recombinante pPIC-tGH. Na figura 17, ¢ apresentado o perfil
eletroforético dessa andlise, confirmando a correta constru¢do do plasmideo recombinante
pPIC-tGH: os fragmentos liberados correspondem ao tamanho do vetor pPIC9 (8023 pb) e do
gene tgh (586 pb).

~ 12216 pPPICY (8023 pb)

tgh (586 pb)

Figura 17. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % mostrando a digestdo dupla do plasmideo recombinante
pPIC-tGH com as endonucleases EcoRI e Notl. M: marcador de massa molecular de 1kb (Invitrogen); Pogo 1:
pPIC-tGH apos a digestdo endonucleasica. As setas indicam as bandas correspondentes ao vetor pPIC9 e ao inserto
tgh.

5.3 Transformacao de Pichia pastoris GS115 com o plasmideo recombinante pPIC-tGH

O cassete de expressdo do plasmideo recombinante pPIC-tGH obtido apos a digestao
com a endonuclease Bg/Il foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de P.
pastoris GS115. A selecdo auxotrdfica revelou a presenga de 95 colonias transformantes. A
técnica de replica plating foi adotada para testar a estabilidade genética dos transformantes

isolados em meio auxotréfico, conforme ilustrado na figura 18.
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Figura 18. Colonias de Pichia pastoris GS115 transformadas His* com o cassete de expressdo do plasmideo
recombinante pPIC-tGH apds digestdo com a endonuclease Bg/I1.

5.4 Determinacio dos fenotipos Mut* e Mut® de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH

Dentre os transformantes selecionados para a determinagdo fenotipica, 30
demonstraram ser do fendtipo Mut', incluindo o clone de controle negativo (P. pastoris GS115
transformada com o vetor pPIC9 sem o inserto 7gh), € 4 demonstram ser do fenotipo Mut®. Essa
proporcao de fendtipo Mut® encontra-se de acordo com a frequéncia esperada de 5 a 35 % dos

transformantes de P. pastoris GS115 His" (Romanos, 1995; Invitrogen, 2010).

Figura 19. Fenotipos Mut" e Mut® de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH em meios MD (a esquerda) e MM (2
direita). Dentro dos circulos vermelhos estdo os fendtipos Mut®, os demais sdo Mut'. Nos circulos verdes na parte
superior estdo os controles positivos de fenotipo conhecido: P. pastoris Mut® (esquerda) e Mut" (direita).



56

5.5 Cinética de crescimento em metanol de Pichia pastoris produtora de rGH de tambaqui

Na cinética de crescimento celular, durante a inducdo por metanol, foi possivel
discriminar a habilidade de metabolizar o metanol como Unica fonte de carbono dos fendtipos
Mut" e Mut®. As linhagens de P. pastoris produtoras de rtGH cresceram continuamente durante
todo o periodo de inducao, indicando a capacidade dessas células de metabolizar o metanol para
geragdo de energia e constituintes celulares. Na figura 19, ¢ apresentado o grafico da massa
celular obtida ao longo de 120 h de indugdo por metanol. Pode-se observar que o aumento da
massa celular seguiu um padrao linear de crescimento durante este periodo, respeitando a taxa
de crescimento esperada para cada fendtipo: os clones Mut® (C2, C3 e C-) cresceram mais
rapidamente do que os clones Mut® (C1 e C4). Esse resultado estd de acordo com as descrigdes
encontradas na literatura (Li et al., 2007; Pla et al., 2006). Ademais, Cregg e colaboradores, em
1989, ja haviam demonstrado que a linhagem selvagem de P. pastoris, com fenotipo Mut",
quando cultivada em metanol demanda um tempo de geragao de 4,8 h, enquanto que as
linhagens geneticamente modificadas, de fenotipo Mut’, demandam um tempo de

aproximadamente 30 h.

25

15 4 —t—C1

Cc2
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Massa celular (g/L)
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0 24 48 72 96 120
Tempo de inducdo (h)

Figura 20. Grafico da cinética do crescimento de clones de Pichia pastoris GS115 produtora de GH recombinante
de tambaqui (rtGH) durante a indugdo com metanol. C1 e C4: clones GS115/pPIC-tGH/Mut®; C2 e C3: clones
GS115/pPIC-tGH/Mut’; C-: clone GS115/pPIC9/Mut" (controle negativo).

O aumento continuo da massa celular durante todo o periodo de indug¢do por metanol
significa que a cultura ndo alcangou a fase estacionaria nesse periodo. Semelhantemente, na
expressao da enzima galactose oxidase, a massa celular manteve-se na fase ascendente durante

todo o periodo de 216 h de indugdo (Spadiut et al., 2010). Esse padrao de crescimento em
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metanol ¢ bem reportado na literatura de expressao heterdloga de P. pastoris (Damasceno et

al., 2004; Fonseca, 2006; Souza, 2007; Selamoglu, 2009).

5.6 Analise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE

A corrida eletroforética em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelou a
presenca de uma banda proteica de massa molecular analoga a encontrada para os GHs descritos
na literatura. Essa banda nao foi encontrada nas amostras oriundas do controle negativo.

Nas figuras 20 e 21 sdo mostrados os perfis eletroforéticos em gel SDS-PAGE das
proteinas extraidas dos sobrenadantes das culturas de P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut" (clone
C3) e GS115/pPIC-tGH/Mut® (clone C4), respectivamente, nos tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h e
96 h de inducdo com metanol. Observa-se que a proteina rtGH foi expressa tanto no clone de
fenotipo Mut” (C3) quanto no clone de fen6tipo Mut® (C4). Em ambos os fendtipos, a expressio
da proteina recombinante iniciou-se nas primeiras 24 h de indugao e prosseguiu continuamente
até as 96 h. Nesses tempos, observa-se a presenga de uma banda de ~ 23 kDa, a qual ndo esta
presente nos tempos 0 h, 48 h e 96 h do controle negativo (GS115/pPIC9/Mut"). Em trabalho
de expressao e secre¢ao do GH de carpa em P. pastoris, foi observado que a partir das primeiras
24 h de indugdo a proteina recombinante ja estava presente no meio € os tempos de 72 e 96

horas corresponderam ao pico da expressao dessa proteina (Li et al., 2003).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
w7 S .
—'lng - N * . — i :. b
: — g~ ’4 60 kDa
! — : . 50kDa
— S 40kDa
tGH ‘ — 30 kDa
recombinante
~23 kDa \ - 25 kDa
- - - 20 kDa

W 15 kDa

Figura 21. Perfil eletroforético de proteinas em gel SDS-PAGE 15 %. Expressdo do GH recombinante de tambaqui
no clone C3 de feno6tipo Mut® (Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut"). Pogos de 1-5: tempos de indugdo 0 h, 24
h, 48 h, 72 h ¢ 96 h (GS115/pPIC-tGH/Mut"); 6: marcador de massa molecular de proteinas (Fermentas); 7: GH
humano, isoforma de 20 kDa (Cristalia); 8-10: tempos de indug@o 0 h, 48 h e 96 h do clone C- (GS115/pPIC9/Mut",
controle negativo).
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Figura 22. Perfil eletroforético de proteinas em gel SDS-PAGE 15 %. Expressdo do GH recombinante de tambaqui
no clone C4 de fendtipo Mut® (Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut®). Pogos de 1-5: tempos de inducédo 0 h, 24
h, 48 h, 72 h e 96 h (GS115/pPIC-tGH/Mut®); 6: marcador de massa molecular de proteinas (Fermentas); 7: GH
humano, isoforma de 20 kDa (Cristalia); 8-10: tempos de indug@o 0 h, 48 h e 96 h do clone C- (GS115/pPIC9/Mut",
controle negativo).

No clone C4, de fenétipo Mut®, observa-se o surgimento, a partir das 48 h de indugao,
de bandas com massa molecular inferior a banda correspondente ao tGH recombinante,
sugerindo a ocorréncia de degradagdo proteolitica ou a formagdo de isoformas do tGH
resultantes de diferentes processamentos pds-traducionais.

Em anélise de bioinformatica usando os portais de pesquisa ExPASy e ProtParam, a
massa molecular estimada para o tGH ndo glicosilado foi de 21,5 kDa. No entanto, com base
nos géis de proteinas mostrados, a banda correspondente ao tGH recombinante teve migracao
eletroforética equivalente a massa de ~ 23 kDa.

Considerando a existéncia de dois sitios potenciais de glicosilagdo na sequéncia
polipeptidica do tGH (ver figura 13), e que a glicosilacdo afeta a migracdo eletroforética de
proteinas em gel SDS-PAGE, deduz-se que a elevacdo da massa estimada do tGH recombinante
de 21,5 kDa para ~ 23 kDa obtida nos experimentos realizados neste trabalho seja resultado da
ocorréncia de glicosilagdo durante o processamento pos-traducional da proteina recombinante
ao longo da via secretoria.

Um estudo recente verificou que uma variante recombinante N-glicosilada do GH
humano teve migracdo em gel SDS-PAGE com mobilidade correspondente a massa
aproximada de 25 kDa, enquanto que no tipo natural ndo glicosilado a migragdo correspondeu
a massa de 22 kDa (Flintegaard et al., 2010). Esse resultado corrobora a suposi¢ao de que o GH

de tambaqui produzido em P. pastoris encontra-se na forma glicosilada. Esse mesmo estudo
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também verificou que o GH humano recombinante glicosilado, produzido por mutagénese sitio-
dirigida de cDNA, além de preservar o efeito farmacoldgico esperado, teve a sua meia vida
prolongada na circulagdo de ratos GH deficientes 24 vezes superior a variante natural. Esses
resultados tornam a producdo heterdloga do GH de tambaqui em leveduras ainda mais
promissora quando comparada a produgcdo em sistemas procarioticos 0s quais possuem
limitagdes pos-traducionais.

Em analise de bioinformatica, no portal ProtParam, a meia-vida do tGH recombinante
ndo glicosilado pode ser estimada em 7,2 h em células de mamiferos in vitro, >20 h em células
de leveduras in vivo € >10 h em células de E. coli in vivo. O pl teorico do tGH recombinante
foi de 6, 76.

Em muitas espécies de peixes sdo comuns as descrigdes da existéncia de um a dois sitios
potenciais de glicosilagdo na sequéncia do GH. No GH de tambaqui foram identificados dois
sitios sinais de glicosilagao nas posi¢des 126 e 178 (ver figura 13), o que nao ¢ exclusividade
dessa espécie. Assim, na comparagao entre as sequéncias de aminoacidos do GH de tambaqui
e de outros Characiformes (Piaractus mesopotamicus — pacu), Siluriformes (Pangasianodon
gigas — “giant catfish”, Ictalurus punctatus — “channel catfish”, Heteropneustes fossilis —
“indian catfish”) e Cypriniformes (Cyprinus carpio — “common carp”, Hypophthalmichthys
molitrix — “silver carp”, Labeo rohita — “rohu”, Catla catla — “catla”, Cirrhina mrigala —
“mrigal’’) observa-se a coexisténcia de dois sitios potenciais de N-glicosilagao bem conservados
(Koren et al., 1989; Chiou et al., 1990; Hong & Schartl, 1993; Anathy et al., 2001; Venugopal
et al., 2002ab; Acosta et al., 2007; Pinheiro et al., 2008).

Sitios potenciais de glicosilagdo também sdo encontrados nos GHs de representantes de
outras ordens de peixes como o salmao (O. keta) (Wagner et al 1985; Sekine et al., 1985) e a
Amia calva (“bowfin”) (Rubin & Dores, 1994). Por outro lado, o GH do cao doméstico — Canis
familiaris ¢ um exemplo de GH nao glicosilado expresso em P. pastoris (Ascacio-Martinez &
Barrera-Saldana, 2004).

Embora neste trabalho ndo se tenha adotado estratégia experimental para a quantificagao
do rGH de tambaqui produzido pelos clones de P. pastoris GS115 de fendtipos Mut” e Mut®,
sabe-se que as cé€lulas de fendtipo Mut®, quando cultivadas em frascos agitados, tendem a
produzir quantidades equivalentes ou superiores de proteinas heterélogas quando comparadas
as células de fenotipo Mut”, isso porque em sistemas de frascos agitados ha um suprimento de
oxigénio limitado, e as células Mut", por demandarem elevado consumo de oxigénio, tém o seu

crescimento limitado (Romanos et al., 1992; Cregg et al., 1993). Portanto, os niveis mais
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elevados de producdao de proteinas heterdlogas em P. pastoris Mut® cultivada em frascos
agitados tém sido comumente relatado na literatura, a exemplo da producao do GH de C.
familiaris, que teve 40 pg/mL para Mut® e 15 pg/mL para Mut” (Ascacio-Martinez & Barrera-
Saldafia, 2004), das enzimas B-galactosidase (Tschopp et al., 1987a) e invertase (Tschopp et al.,
1987b), do fragmento do anticorpo A33scFv (Pla et al., 2006) e do antigeno de superficie da
hepatite B humana (HBsAg) (Cregg et al., 1987).

Em sistema de biorreator, o fendtipo Mut® também pode ser mais produtivo do que o
Mut". Na produgdo de rGH humano, o fendtipo Mut® produziu 160 mg/L da proteina
recombinante, valor trés vezes superior ao obtido pelo fendtipo Mut', apesar do fato de que a
concentracao celular deste ultimo tenha sido duas vezes superior (Orman et al., 2009).

As linhagens hospedeiras Mut® portadoras de simples ou multi copias do gene
codificador do HBsAg foram mais eficientes na montagem correta da proteina recombinante
do que as linhagens Mut", sugerindo que o crescimento rapido esta relacionado a limitagdes no
dobramento da proteina recombinante, enquanto que o crescimento lento serve de obstaculo a
formacdo de agregados (Cregg et al., 1987; Vassileva et al., 2001), analogos aos corpos de
inclusao produzidos em E. coli.

Estudos que buscam o estabelecimento de processos fermentativos otimizados para
producao de proteinas heterélogas em P. pastoris t€m demonstrado que os niveis de expressao
de uma proteina recombinante nesta levedura dependem de vérios fatores, dentre os quais estao
a sequéncia nativa do cDNA a ser expresso, os codons preferenciais, o0 nimero de copias do
cassete de expressao integrado ao genoma da levedura, a temperatura, o pH, o tempo de
inducdo, a concentracao do indutor e a aeragdo (Cregg et al., 1993; D’ Anjou & Daugulis, 2000;
Damasceno et al., 2004; Khatri, 2011).

Tem sido relatado que as variagdes de pH na faixa de 3-6 ndo geram alteragdes
significativas na velocidade de crescimento celular. Por outro lado, o pH tem efeito direto sobre
a estabilidade e rendimento da proteina recombinante produzida durante o crescimento celular,
uma vez que em certas faixas de pH a a¢do de proteases ¢ reduzida ou até mesmo anulada no
sobrenadante da cultura (Damasceno et al., 2004).

O pH o6timo para manter a estabilidade de uma proteina varia de acordo com as
propriedades da mesma. Em estudo da influéncia do pH sobre a produ¢dao do rGH humano em
P. pastoris, foi demonstrado que o pH igual a 5,0 corresponde a condi¢cdo otima para em
bioprocessos fermentativos, considerando, contudo, que a concentracio de proteases aumenta

com a elevacdo do pH e com o tempo de cultivo (Calik et al., 2010). Na producao do rGH de
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C. carpio (carpa), o pH 6timo foi 6,0 (Li et al., 2003). J& na producao do rGH de Ailuropoda
melanoleuca (panda gigante), as condigdes 6timas foram o pH igual a 7,0 e a concentragao de
metanol igual a 1,5 % (Xu et al., 2008). Na producdo do rGH de tambaqui, o pH foi ajustado a
6,0 ¢ o metanol foi adicionado a concentragao final de 0,5 %, de acordo com as orientagdes do
manual de expressao em P. pastoris (Invitrogen, 2010).

Durante a revisao da literatura, pdde-se observar a existéncia de uma notavel variagao
nos niveis de produc¢ao de GHs heter6logos em P. pastoris. No geral, essa variacdo depende da
estratégia de produgdo a ser adotada, seja em frascos agitados ou em biorreatores. Em
biorreator, os niveis de produgdo obtidos para o rGH humano variam de 49 mg/L (Ecamilla-
Trevifio et al., 2000) a ~500 mg/L (Apte-Deshpande et al., 2009). Entre as expressoes de rGHs
de peixes, o maior nivel encontrado foi para o rGH de tildpia, com 1,5-2 g/L. (Acosta et al.,
2007). Na expressao em frascos agitados, o maior nivel de expressdo encontrado foi a do GH
de C. carpio, com 300-400 mg/L (Li et al., 2003).

Em P. pastoris, o nivel de expressao heterdloga obtido a partir de culturas em frascos
agitados pode ndo refletir com precisdo o nivel observado em culturas de biofermentadores
(Cregg et al., 1993). Assim, ¢ imprescindivel a realizagdo de futuros trabalhos de investigagao
sobre as condi¢des Otimas especificas para producao do rGH de tambaqui, tanto em escala
laboratorial quanto em escala industrial, tendo em vista sobretudo a viabilidade econdmica e

aplicabilidade zootécnica do produto biotecnolédgico.

5.7 Analise Western blotting da proteina recombinante no sobrenadante da cultura

Confirmando os resultados obtidos em gel SDS-PAGE, a andlise Western blotting,
realizada através da imunodeteccdo da cauda de histidina, detectou a presenca do tGH
recombinante no sobrenadante das culturas de P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut" (clone C3) e
GS115/pPIC-tGH/Mut® (clone C4) a partir de 24 h de inducao por metanol. Através da analise
da intensidade das bandas na figura 22, ¢ possivel afirmar que o tempo de 48 h de indugdo
corresponde ao pico de concentracdo do tGH recombinante em ambos os fendtipos. O aumento
da concentragdo de proteases nos tempos posteriores pode ter resultado em degradacao
proteolitica de proteinas, reduzindo a concentragdo de tGH recombinante no sobrenadante da
cultura. Conforme o esperado, nos tempos de 0 h de ambos os clones € no tempo de 72 h do
controle negativo (GS115/pPIC9/Mut") ndo houve imunorregéo, indicando a auséncia do tGH

recombinante no meio.
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Oh 24h  48h 72h 96h M Oh 24h  48h 72h 96h M C-

GS115/pPIC-tGH/Mut* GS115/pPIC-tGH/Mut®

Figura 23. Analise Western blotting da expressdo do GH recombinante de tambaqui nos clones de Pichia pastoris
Mut" (C3) e Mut® (C4). M: marcador de massa molecular, 10-230 kDa (New England BioLabs); C-: controle
negativo no tempo de 72 h de indugdo. A reagdo apontada pela seta indica a ocorréncia de degradagao proteolitica
ou a formagao de isoformas do GH recombinante de tambaqui.

No clone C4, de fenotipo Mut’, a seta indica ou ocorréncia de degradagdo proteolitica
ou a formacao de isoformas do tGH recombinante resultante de processamento pos-traducional,
conforme inferido anteriormente.

A produgdo de proteinas fusionadas a cauda de histidina ¢ um método amplamente
utilizado para facilitar a subsequente deteccao e purificacdo da proteina de interesse. Uma vez
que a atividade biologica da proteina fusionada raramente ¢ afetada, a necessidade de remogao
da cauda de histidina depende da aplicacao destinada a proteina de interesse (Terpe, 2003). De
modo geral, o efeito sobre a atividade bioldgica e estrutura terciaria depende da localizagao e
composi¢do de aminoacidos da cauda escolhida (Bucher et al. 2002).

No presente trabalho, a cauda de histidina foi essencial para confirmagdo da produgao
do tGH recombinante em P. pastoris, uma vez que ainda ndo existe um anticorpo especifico
anti-tGH. Em momento futuro, o tGH recombinante podera ser facilmente purificado por
cromatografia de afinidade e utilizado em estudos zootécnicos e fisiologicos de peixes

amazoOnicos.
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6 CONCLUSOES

II.

III.

IV.

VL

VIIL

VIIL

Durante o levantamento bibliografico foi verificada a existéncia de vasta gama de
trabalhos envolvendo a expressao génica e a producdo GHs de peixes em E. coli, sendo
a expressao em P. pastoris uma abordagem em desenvolvimento.

No presente trabalho foi possivel demonstrar que somente a sequéncia otimizada do
cDNA do GH de tambaqui pode ser expressa na levedura P. pastoris e a proteina
recombinante secretada para o sobrenadante da cultura dirigida pelo fator a de S.
cerevisiae.

O tambaqui, por sua importancia econdmica, foi at¢ o momento a inica espécie de peixe
amazonica a ter o cDNA do GH expresso em sistema heterdlogo, o qual pode servir de
base para a produgdo de GHs de outras espécies importantes para a aquicultura regional
e nacional.

Com base apenas em analise de gel SDS-PAGE, ndo houve diferengas aparentes nos
niveis de expressdo do tGH recombinante entre os fenotipos Mut® e Mut'.

O tGH recombinante foi encontrado no sobrenadante da cultura a partir das primeiras
24 h de indugdo por metanol e prosseguiu até as 96 horas de experimento.

Com base nas analises de bioinformatica da sequéncia polipeptidica do tGH, a massa
estimada do tGH ndo glicosilado seria de 21,5 kDa. No entanto, o perfil eletroforético
em gel SDS-PAGE revelou que o tGH recombinante expresso em P. pastoris tem massa
molecular de ~ 23 kDa. Essa parece ser a forma glicosilada desta proteina, haja vista a
existéncia de dois sitios potenciais de glicosilacdo na sequéncia proteica.

A expressao do tGH recombinante em P. pastoris foi confirmada através da reagdo de
imunodeteccao, a qual também apontou que o tempo de 48 h de indugdo correspondeu
ao momento de maior concentracdo do tGH recombinante no meio em ambos os
fenotipos.

O tGH recombinante podera ser analisado quanto a sua eficiéncia na aceleragdo do
crescimento de juvenis de tambaqui com vista a possibilidade de uso na produgao
aquicola, o que decerto representard avanco e inovagao nas tecnologias de cultivos de

peixes amazonico.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

II.
III.

IV.

Realizar a espectrometria de massa para confirmacdo e caracterizagdo do tGH
recombinante expresso em P. pastoris.

Produzir o tGH em biorreator e otimizar sua producao.

Purificar o tGH recombinante ¢ analisar sua eficiéncia zootécnica na aceleragao do
crescimento de juvenis de tambaqui.

Realizar a expressao intracelular do tGH em P. pastoris.

Realizar estudos fisiologicos do tGH recombinante mediante andlise de RT-PCR em

tempo real.
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APENDICE

MEIOS DE CULTIVOS PARA E. coli

Meio LB (Luria Bertani): cultivo da cepa de E. coli DH10B

Peptona 10 g/L
Extrato de levedura 5S¢/l
NaCl 5¢g/L
Agar 15 g/L

Os meios foram autoclavados a 120 °C por 15 minutos. A seguir adicionava-se o agente antimicrobiano
apropriado: ampicilina, na concentragao final de 100 ug/mL, quando necessario.

MEIOS CULTIVOS PARA P. Pastoris

Meio YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose Medium): manutencio da linhagem P. pastoris GS115

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 2%

Agar 20 g/L

Este meio foi esterilizado por autoclavagem e as solugdes de glicose previamente filtrada e ampicilina
na concentragdo de 100 ug/mL foram adicionadas posteriormente.

MD (Minimal Dextrose Medium): meio minimo com glicose e sem histidina para selecao de células
transformantes de P. pastoris

YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %
Glicose 2%

Agar 20 g/L

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio liquido ou sdlido,
respectivamente e adicionados 100 ug/mL de ampicilina.

MM (Minimal Methanol Medium): meio minimo com metanol sem histidina para determinacio
fenotipica Mut* e Mut®

YNB 1,34 %
Biotina 4x107° %
Metanol 0,5 %
Agar 20 g/L

A mistura foi completada para o volume final com agua ou agar estéril, para meio liquido ou sdlido,
respectivamente e recebeu ampicilina na concentragdo 100 ug/mL.

BMGY-U (Buffered Glycerol Complex Medium): meio complexo tamponado com glicerol para o
aumento de massa celular de P. pastoris

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampao fosfato pH 6,0 100 mM
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YNB ou Ureia 1,34 %
Biotina 4x10°%
Glicerol 1%

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio liquido ou sdlido,
respectivamente com adi¢do de 100 pxg/mL de ampicilina.

BMMY-U (Buffered Methanol Complex Medium) - meio complexo tamponado, com metanol para
inducio da expressiao da proteina heterdloga

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampao fosfato pH 6,0 100 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %
Metanol 0,5 %

A mistura foi completada com agua ou agar estéril, para meio liquido ou sélido, respectivamente com
adi¢do de 100 ug/mL de ampicilina.

As solugdes utilizadas na preparacdo de meios de culturas e todas as outras suspensdes ou solucdes
utilizadas ao longo dos experimentos foram esterilizadas por autoclavagem ou filtragao.

SOLUCOES ESTOQUES PARA PREPARO DE MEIO DE CULTIVO PARA P. pastoris

10X YNB
Yeast Nitrogen Base 3,4 %
Sulfato de amoénio 10 %

Dissolver 3,4 g de YNB em 90 mL de agua destilada. Adicionar 10 g de (NH4)>SO4 e esperar dissolver.
Esterilizar por filtragdo. A solucédo foi estocada a 4 °C.

500X Biotina (0,02 %)

Dissolver 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de 4gua destilada. A solucao foi esterilizada por
filtragdo e estocada a 4 °C.

Glicerol (50 %)

Glicerol no volume de 50 mL de glicerol (100 %) foi misturado com 50 mL de agua e esterilizado em
autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Glicose (20 %)

Vinte gramas (20 g) de glicose foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada e esterilizado em
autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Tampao fosfato 1M, pH 6,0 (100 mL)

A quantidade de 13,2 mL de K;HPO, foram combinados com 86,8 mL de KH,PO4. O pH deve ser
confirmado e ajustado, se necessario. Foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos.



