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RESUMO

Na região norte, onde há o maior consumo de pescado, o tambaqui (Colossoma

macropomum) é o peixe mais consumido. Para possibilitar o aumento da produção do

tambaqui, é necessário compreensão sobre a fisiologia, ecologia, dentre outros

conhecimentos, para uma otimização e padronização de tecnologias a serem

aplicadas na produção desse peixe. Recentemente, o cDNA do hormônio de

crescimento de tambaqui foi construído por síntese química e expresso em P. pastoris

sob o controle do promotor pAOX1 dessa levedura. Considerando a toxicidade do

indutor deste promotor, este trabalho tem como principal objetivo a expressão

heteróloga intracelular do hormônio de crescimento de tambaqui (rtGH) na levedura

Pichia pastoris, utilizando um promotor constitutivo, o pPGK1. Foram construídos dois

vetores para expressão de rtGH, sendo que esses vetores foram linearizados e

integrados no genoma de P. pastoris linhagem M12 (auxotrófica para o aminoácido

leucina). Os clones transformantes foram selecionados inicialmente no meio seletivo

MD seguido de uma segunda seleção por crescimento em meio MD com o antibiótico

G418. Para confirmação das colônias transformantes, foi realizado identificação do

gene rtGH por meio de PCR, enquanto a confirmação da expressão intracelular da

proteína foi realizada por imunodot e SDS-PAGE/Western Blotting. Como a expressão

do tGH ocorreu em níveis baixos, esforços deverão ser realizados no sentido de se

identificar a razão da baixa produção, para que se possa obter a expressão do

hormônio em níveis em que se possa utilizar a levedura recombinante para

suplementação de ração para peixes.

Palavras-chave: Hormônio de crescimento, expressão intracelular, expressão

heteróloga, PGK1, tambaqui.



ABSTRACT

In the northern region, where there is the highest consumption of fish, tambaqui

(Colossoma macropomum) is the most consumed fish. To enable increased production

of tambaqui, it is necessary to understand the physiology, ecology, among other

knowledge, for an optimization and standardization of technologies to be applied in the

production of this fish. Recently, the cDNA of tambaqui growth hormone was built by

chemical synthesis and expressed in P. pastoris under the control of the pAOX1

promoter of this yeast. Considering the toxicity of the inducer of this promoter, this work

aims at the intracellular heterologous expression of tambaqui growth hormone (rtGH) in

the yeast Pichia pastoris, using a constitutive promoter, pPGK1. Two vectors were

constructed for rtGH expression, and these vectors were linearized and integrated into

the genome of P. pastoris lineage M12 (auxotrophic for the amino acid leucine). The

transforming clones were initially selected in the selective medium MD followed by a

second selection by growth in MD medium with the antibiotic G418. To confirm the

transforming colonies, the rtGH gene was identified by PCR, while the confirmation of

intracellular expression of the protein was performed by immunodot and

SDS-PAGE/Western Blotting. As the expression of tGH occurred at low levels, efforts

should be made to identify the reason for low production, so that the expression of the

hormone can be obtained at levels where recombinant yeast can be used for feed

supplementation for fish.

Keywords: Growth hormone, intracellular expression, heterologous expression, PGK1,

tambaqui.
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1. INTRODUÇÃO

O pescado vem se destacando no comércio mundial principalmente por ser

um produto alimentício versátil e ter propriedades consideradas saudáveis,

porém, os peixes necessitam ser rapidamente manuseados, processados,

armazenados e transportados com intuito de reduzir a perda dos valores

nutricionais da carne e evitar desperdícios da produção. No ano de 2015 os

peixes correspondiam a cerca de 17% da proteína animal consumida

mundialmente, as estimativas para os anos de 2016 e 2017 indicaram um

aumento per capita do consumo dessa carne, que passou de 20,2 kg (consumo

per capita de 2015) para 20,3 kg e 20,5 kg, respectivamente, sendo um

aumento significativo, principalmente se comparado ao ano de 1961, em que o

consumo per capita era de apenas 9,0 kg (FAO, 2018).

No Brasil, em 2019 foram produzidas 758.006 toneladas de peixes,

mostrando um crescimento de 4,9% da produção, se comparado ao ano de

2018, com 722.560t (PEIXE BR, 2020). Apesar desse crescimento positivo, o

Brasil ainda não se destaca no mercado mundial de exportação de pescado,

tais posições de destaque são ocupadas por China, Noruega e Vietnã segundo

dados da FAO (2018). No entanto, ainda segundo dados da Associação

Brasileira de Piscicultura, o Brasil tem destaque na produção mundial de tilápia

ocupando a 4° posição de maior produtor mundial desse peixe com 432.149

toneladas a produção de tilápia representou cerca de 57% da piscicultura em

2019. Apesar do cenário otimista do país, a adoção da modernização do setor

pesqueiro poderia otimizar essa atividade econômica visto que um dos

principais motivos do país não se destacar na exportação mundial de pescado

é o fato do cultivo dar-se de maneira ainda rudimentar. Os países que se

destacam investem regularmente no desenvolvimento e modernização dos

processos que resultam no aumento da produtividade do pescado. As

tecnologias aplicadas a este setor ainda são escassas em território nacional

devido ao desconhecimento técnico e até à tecnologia ultrapassada ainda

utilizada. Com relação a peixes nativos ocorrem dificuldades no manejo e na

manutenção, a ausência de padronização com relação a quantidade e

composição da ração para cada etapa de vida do peixe afeta diretamente seu
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crescimento. O despreparo na manutenção e higienização das estruturas que

mantêm esses animais resultam em doenças principalmente parasitárias

implicando em desnutrição e até a morte desses animais, esses problemas que

atingem a piscicultura são sanados pelo desenvolvimento de conjuntos de

soluções cujo termo técnico é denominado pela expressão, “pacotes

tecnológicos”, esses pacotes são conjuntos de parâmetros e protocolos

estabelecidos, adequados para uso com devida espécie de peixe (MERCANTE

et al., 2018; MACEDO & SIPAÚBA-TAVARES, 2010).

No Brasil, como visto, o peixe de larga produção na indústria de pescado é

a tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758. A tilápia do Nilo é um

peixe nativo da África, introduzido na América do Sul. Esse peixe tem o registro

de ser uma das primeiras espécies a ser cultivada para consumo humano pelos

antigos egípcios continuaram a ser peixes apreciados pela indústria de

pescado por serem de fácil manejo, visto que os pacotes tecnológicos foram

estabelecidos com sucesso para essa espécie. Trata-se de um peixe que

apresenta rápido crescimento, seu abate ocorre após o animal alcançar o porte

de 12-15 cm, apresenta boa carne, poucas espinhas e é de paladar aceitável

(KUBITZA, 2003).

Apesar da intensificação da tilapicultura, é válido reconhecer que o Brasil

possui espécies nativas com potencial para cultivo, voltando-se para a região

amazônica em que apresenta aproximadamente 2.500 espécies de peixes de

água doce, representando cerca de 75% da diversidade de espécies do Brasil

(COHEN, 1970; GEISLER et al., 1975). Atualmente, espécies amazônicas

como o tambaqui (Colossoma macropomum), matrinxã (Brycon amazonicus) e

o pirarucu (Arapaima gigas) têm despertado interesse na indústria do pescado,

porém, não há pacotes tecnológicos estabelecidos para essas espécies.

Embora existam problemas com pacotes tecnológicos, padronização de

técnicas e difícil acesso a insumos que afeta o ciclo de produção de peixes, no

Amazonas a agricultura familiar vem crescendo e esses agricultores vêm se

adaptando às condições de cultivo da região. Indicando que a piscicultura é

uma atividade que vem se destacando na Amazônia Ocidental, também é

observado o aumento no número de produtores registrados como piscicultores

familiares e distribuídos em todo o território amazonense, o que possibilita o

crescimento socioeconômico, utilizando fontes naturais local como a
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abundância hídrica e condições climáticas favoráveis para o cultivo, adequado

às espécies de interesse econômico (Arruda, 2017).

Dentre esses peixes, o tambaqui é o mais apreciado na região norte, no

entanto, a exploração mais comum é a pesca extrativista que leva

constantemente a resultados negativos quanto à oferta e demanda.

Essa situação vem incentivando o investimento no desenvolvimento de

pacotes tecnológicos para a espécie visto o interesse do cultivo em larga

escala em outras regiões do país. Na região Norte, as espécies mais

cultivadas são 92% tambaqui, 5% matrinxã e 2% pirarucu (PANTOJA-LIMA et

al., 2015).

Atualmente, o maior consumo de tambaqui é na capital Manaus, cerca

de 40.000 t/ano, com necessidade de importação de aproximadamente 20.000

toneladas ao ano, sendo que 80% é oriundo de Rondônia, 18% de Roraima e

2% do Acre (SUFRAMA, 2003).

O tambaqui é uma espécie de peixe pertencente à classe Actinopterygii,

ordem Characiformes, família Characidae, subfamília Serrasalminae é

originário da América do Sul das bacias do rio Amazonas e Orinoco

(ARAÚJO-LIMA & GOMES, 2005). Na natureza, alcança porte máximo em

torno de 100 cm e acima de 30 kg de peso, são registrados recordes de peixes

com peso de 40 e 44 kg e de tamanho de 108 e 115 cm (MORAIS &

O’SULLIVAN, 2017).

Sua resistente dentição permite a quebra de frutos e sementes que

fazem parte de sua dieta alimentar, consome insetos, caramujos e

ocasionalmente peixes menores, além de ser filtrador de plâncton nas criações,

também possui ampla aceitação de alimento, como rações, grãos e resíduos

da agroindústria (DAIRIKI et al., 2011; PANTOJA DE JESUS, 2015). Apesar da

ampla aceitação de alimentos por parte desse peixe, é importante ressaltar que

uma alimentação de má qualidade pode causar sabor e cheiro desagradável à

carne, excesso de gordura e crescimento retardatário (MACEDO-VIÉGAS,

2004). O ciclo do tambaqui em cativeiro acontece em um período de 12 meses,

desses, 9 meses são necessários para as etapas de recria e engorda, os

outros 3 meses são para o processo de despesca (MORAIS & O’SULLIVAN,

2017).
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A seleção de espécies nativas de interesse comercial unido ao

desenvolvimento de pacotes tecnológicos proporcionará a alta produção de

pescado o ano inteiro e em toda região que desenvolva a atividade de cultivo

de peixes. Dentre os principais pacotes a serem desenvolvidos, está o de

crescimento, pois é de interesse dos piscicultores a redução do ciclo de

produção dos peixes, ciclo considerado longo se comparado a outros animais.

O uso da tecnologia do DNA recombinante pode gerar um grande avanço no

desenvolvimento desses pacotes. O objetivo deste estudo foi a produção do

hormônio do crescimento de tambaqui na levedura Pichia pastoris de modo que

essa expressão seja intracelular usando o promotor constitutivo pPGK1,

dispensando a utilização de metanol para indução da expressão possibilitando

sua utilização como suplemento de rações para criação de tambaqui e

suprimindo a técnica tradicional de aplicação de hormônio a qual se dá pela

injeção no peixe.

1.1 O hormônio de crescimento

O hormônio de crescimento (GH) é um hormônio proteico produzido pela

glândula pituitária, no início do século 19 já se conhecia a importância dessa

glândula para os animais, considerando a execução de alguns experimentos

realizados com cães e porcos quando comumente retiravam a hipófise do

animal e analisavam seu efeito. Em 1910 por meio de experimentos de

hipofisectomia em animais, Aschner mostrou que o efeito mais notável que esta

produzia era a estagnação do crescimento, em 1912, esse pesquisador, por

meio de seus experimentos que testaram a função da hipófise, demonstrou que

uma molécula, o hormônio do crescimento, exercia a ação de promover o

crescimento somático dos animais.

Em 1920, experimentos envolvendo a extirpação da hipófise realizados

por Houssay (1936), evidenciou a redução da hiperglicemia de diabetes, nos

anos seguintes foi demonstrado o fator diabetogênico induzido por extrato de

pituitária (EVANS et al., 1931; YOUNG, 1939; YOUNG, 1953;

RUSSELL-JONES, 1941). Tal experimento revelou que o GH dificulta o uso de

glicose pelo fígado e pelos tecidos periféricos como adiposo e muscular,
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contrapondo a ação da insulina, aumentando os níveis de glicose no sangue,

além disso, o hormônio do crescimento em condições anormais possui efeitos

sob as ilhotas de Langerhans degenerando-as, induzindo a elevados níveis de

insulina secretada (BRATUSCH-MARRAIN et al., 1982; FOWELIN et al., 1993;

MOLLER et al., 1990; RIZZA et al., 1982; NIELSEN, 1982; NISHAD et al.,

2018; PARK et al., 1952).

Estudos mostraram que pacientes acometidos por acromegalia além de

resistência aumentada à insulina também possuíam altas taxas de

intermediários lipídicos, esses intermediários são facilmente assimilados pelo

tecido muscular prejudicando a absorção de glicose desencadeando cetose e

acidose. O hormônio do crescimento também induz à alta expressão do

receptor de adiponectina 2 no fígado. A adiponectina é um hormônio modulador

de processos metabólicos como a regulação da glicemia e catabolismo de

ácidos graxos estimulando assim a lipólise e oxidação lipídica (MOLLER et al.,

1992; PRESS et al., 1984; NISHAD et al., 2018).

Como visto, há muitas décadas é sabido que o hormônio do crescimento

(GH) exerce uma função central ligada a vários processos fisiológicos em

vertebrados mamíferos e não mamíferos, envolvendo vias de sinalização

celular e indução da produção de proteínas como a IGF-1. Essa característica

tem despertado interesse, pois seu uso pode ter aplicações tecnológicas no

cultivo de animais para consumo humano (ROTWEIN, 2020). 

O desenvolvimento do organismo, seja fetal ou até mesmo o período de

maturação sexual está intimamente ligado a um processo biológico conhecido

como crescimento somático, inúmeros processos fisiológicos são controlados

pelo sistema endócrino bem como o crescimento é modulado pelo hormônio do

crescimento (GH), insulina e por fatores de crescimento semelhante à insulina

IGF-1, dentre outros com mecanismos menos conhecidos (BECKMAN, 2011). 

Apesar das vias de sinalização apresentarem pequenas diferenças entre

animais vertebrados mamíferos e não mamíferos quanto a tipos de proteínas

envolvidas nas cascatas de reações, sabe-se que essas vias são altamente

conservadas desde invertebrados até vertebrados (VOLKOFF, 2019). O

hormônio do crescimento é um polipeptídeo de aproximadamente 22 kDa

composto de 190 a 204 aminoácidos incluindo o peptídeo sinal, sua estrutura

proteica globular é constituída por 4 alfa-hélices antiparalelas com 2 pontes
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dissulfeto entre as cadeias e um segmento aminoterminal invariável (KIPNIS,

1997; WALLIS, 1992).

Esse hormônio é produzido por células denominadas somatotrofos

presentes no lobo anterior da glândula pituitária e transportado no plasma

ligado à proteínas, a secreção do GH não é contínua ocorrendo regularmente

geralmente em intervalos de 3 a 5 horas e tem sua principal regulação exercida

por dois hormônios hipotalâmicos: o hormônio liberador de GH (GHRH) que

promove a secreção do GH e a somatostatina, que é inibidora da liberação do

hormônio do crescimento, outros mediadores endócrinos também influem na

transcrição do gene do GH como o fator de crescimento semelhante à insulina

(IGF-1), liberado pelo tecido hepático. Quando apresenta altos níveis inibe a

secreção de GH por meio de feedback negativo promovendo a liberação da

somatostatina, já a regulação positiva ocorre pelos hormônios: tiroxina, os

glicocorticóides e a grelina, um hormônio gástrico (RUSSELL-JONES, 1941;

NISHAD et al., 2018).

A secreção do hormônio do crescimento não cessa após o término do

período normal de crescimento corporal, mas continua ocorrendo em menores

taxas ao longo da vida, portanto é esperado que esse hormônio exerça outras

funções (RUSSELL-JONES, 1941). São atribuídas ao hormônio do crescimento

funcionalidades no metabolismo de glicose, lipídeos e proteínas (Figura 1).
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Figura 1: Esquema mostrando ações metabólicas induzidas pelo hormônio de
crescimento em que as setas indicam aumento de processos e redução de processos
biológicos. (Esquema criado pela autora com o auxílio do programa Bio Render).

O mecanismo molecular responsável por essas funções ainda não é

totalmente compreendido, porém, existem três principais vias de sinalização

mediadas pelo hormônio do crescimento conhecidas por regular tais efeitos nos

organismos são elas: via Jak-STAT implica na expressão de múltiplos genes e

na sobrevivência celular; via Ras-Mek/Erk responsável pelo processo de

diferenciação e proliferação celular e a via Akt-PI3K que envolve a regulação

do metabolismo (SÁNCHEZ-GURMACHES et al., 2013).

A atuação dessa proteína inicia-se após sua ligação ao receptor do

hormônio do crescimento (GHR) localizado na membrana celular (ROTWEIN,

2020). O GHR é um tipo de receptor tirosina-quinase, sua estrutura é de uma

única passagem pela membrana, a região transmembranar é uma alfa hélice

hidrofóbica, possui um domínio extracelular com um sítio de ligação ao ligante,

na região citosólica apresenta um domínio com atividade de tirosina-quinase.

Esses receptores quando inativos, são monoméricos, após ligação ao ligante

tornam-se dímeros funcionais, esta dimerização leva a autofosforilação da
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região citosólica do receptor, esta região é rica em prolina, esse aminoácido é

essencial para a ligação da tirosina Janus quinase (Jak), principal ponto na

etapa de estímulo inicial para ativação do receptor, após ativado, os resíduos

fosforilados presentes no domínio citosólico do receptor são usados como

locais para o acoplamento de proteínas e moléculas de sinalização recrutadas

para o desencadeamento de cascatas de reações (WATERS, 2016).

Um dos principais efeito do GH no metabolismo de proteínas ocorre por

meio da estimulação de vias que resultam no aumento na síntese proteica

desencadeada pela redução da degradação no organismo, a captação dos

aminoácidos torna-se evidente após análise da excreção urinária, visto a

contenção de nitrogênio no corpo (MOLLER et al., 2007; GIBNEY et al., 2007;

NISHAD et al., 2018).

Por sua diversa função biológica, bibliotecas de cDNAs de GH de vários

animais foram construídas visando suas expressões objetivando o

desenvolvimento de produtos biotecnológicos. Algumas dessas sequências são

derivadas de humanos, ratos, suínos, bovinos, de galinhas e peixes (KIPNIS,

1997; GOEDDEL et al., 1979; SEEBURG et al., 1977; SEEBURG et al., 1983;

LAMB et al., 1988; MOMOTA et al., 1988; PAZ & VAL., 2018).

Em 1992 foi publicado o relato do primeiro peixe transgênico,

desenvolvido pela inserção em um ovo fertilizado de salmão do Atlântico, um

transgene construído a partir do gene do hormônio de crescimento de uma

espécie relacionada (Chinook salmon), mais tarde um dossiê do então salmão

AquAdvantage® foi aberto com o FDA em 1995. Apesar das conclusões do

FDA serem favoráveis, existem muitas discussões principalmente com

oposição de organizações ativistas anti-OGM e anti-biotecnologia, as quais

suscitam constantes discussões e resistência a aceitação de animais

geneticamente modificados destinados ao consumo humano (Van Eenennaam

& Muir 2011). Apesar dos avanços biotecnológicos, uma parcela dos

consumidores ainda apresenta resistência a esses produtos geneticamente

modificados, apesar de todos os extensos experimentos de interação celular,

além de elementos de biossegurança adotados para conter esses animais

incluindo locais de contenção física, biológica e ambiental.

Em vista disso, consideramos outras maneiras de utilização do GH de

peixe que após expressão do GH pode-se definir o método de administração
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do produto. Geralmente o GH é diluído em água destilada ou em soluções

salinas e sua aplicação faz-se tradicionalmente via intramuscular ou

intraperitoneal. Apesar da aplicação por injeção ser a mais usual, existem dois

métodos alternativos mais favoráveis para a aplicação em larga escala: o uso

do hormônio do crescimento como suplemento na alimentação, sendo que

outra alternativa seria o hormônio diluído na água onde os peixes seriam

mergulhados. Esses modos de administração dispensam a intensiva mão de

obra e reduzem o estresse causado ao peixe. Na administração por imersão do

animal em tanques contendo hormônio do crescimento dissolvido, a absorção

pode ocorrer geralmente por tecidos como a pele, a boca, o intestino ou as

brânquias (SCHULTE et al., 1989). Em análises de absorção de pequenas

partículas de antígenos, Smith (1982) sugeriu que a absorção ocorreu pela

pele, intestino e pelas brânquias em maior quantidade. Fryer and Bern (1979)

demonstraram por meio de estudos realizados com espécimes de salmão

juvenil que as brânquias possuem sítios de ligação ao hormônio de

crescimento (SMITH, 1982; FRYER & BERN, 1979; SCHULTE et al., 1989;

TATNER, 1987).

Apesar do intestino conter potentes enzimas proteolíticas parte de

proteínas como pequenos peptídeos são absorvidos, esse conhecimento

permite o desenvolvimento de técnicas para a administração oral de peptídeos

que apesar de passarem pelo intestino ainda realizarão suas funções

(MCLEAN et al., 1999; MARTINEZ et al., 2016). 

Chen et al., (2008) obtiveram sucesso no experimento em que um

plasmídeo contendo o cDNA do hormônio (GH) crescimento dos peixes foi

transferido para o protoplasto da microalga marinha Nannochloropsis oculata

por eletroporação, após o que a microalga transgênica foi incubada com

artêmia por 6 horas, da mesma forma como controle microalga do tipo

selvagem (não transgênica) foi incubada com artemia Artemia nauplius. Em

seguida alimentou-se as larvas de tilápia com artêmia tratada com microalga.

Com este experimento Chen e colaboradores obtiveram resultados

estatisticamente significativos (P < 0,05) sugerindo que o GH produzido pela

microalga influencia positivamente tanto no ganho do peso, quanto no aumento

do comprimento do corpo do peixe, se comparado ao peixe que foi alimentado

com artêmias incubadas com microalga selvagem (Chen et al., 2008).
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1.2 Expressão de proteínas em Pichia pastori

Utilizando-se as técnicas moleculares têm-se realizado tentativas de

otimização da produção em larga escala do hormônio de crescimento de

tambaqui para viabilizar a suplementação de rações para uso na piscicultura

com esse fator anabólico. Uma importante etapa nesse processo é a escolha

do sistema de expressão, onde tem-se tornado popular a expressão realizada

em leveduras, pois esse sistema mostra-se produtivo e eficiente (RABERT,

2013).

A expressão heteróloga utilizando-se a levedura Komagataella phaffii

(originalmente chamada de como Pichia pastoris), tornou-se popular. Essa

reclassificada no gênero Komagataella foi baseada em trabalhos de análises

filogenéticas de 4 genes sequenciados. P. pastoris é uma levedura

metilotrófica, pertencente a Classe Ascomycetes, são haploides e

autofecundadas, apresentam linhagens auxotróficas como a GS115, para

histidina, empregada como hospedeiras para vetores que contêm como marca

de seleção o gene HIS4. Foi primeiramente isolada de exsudato (líquido

orgânico) extraído por meio de danos ao tecido vegetal de uma árvore do

gênero Castanea, família Fagacea em 1920 (ÇELIK & ÇALIK, 2012;

KURTZMAN, 2009; BETANCUR, 2017; GUILLIERMOND, 1920; CREGG et al.,

1985).

P. pastoris tem sido mais utilizada por possuir diversas vantagens em

comparação a outros sistemas de expressão eucarióticos e procarióticos,

como: 1. seu crescimento é rápido e possui capacidade de fermentar até altas

densidades celulares, algo em torno de 100g/L de biomassa; 2. altos níveis de

rendimento em meios com escassez de proteínas; 3. manipulação genética

simples quando realizada com vetores de expressão bem caracterizados; 4.

levedura não patogênica; 5. realização de processamentos pós-traducionais

complexas como processamento e enovelamento de proteínas (permitindo sua

configuração funcional), formação de ligações dissulfeto e glicosilação; 6.

produção de proteínas endógenas e exógenas, sendo que as proteínas
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secretadas são facilmente purificadas a partir do meio da cultura de

crescimento (CREGG et al., 2000; RABERT et al., 2013; LI et al., 2007).

Além disso, P. pastoris é classificada como não patogênica nem

toxigênica, estando aprovada pela FDA (FOOD AND DRUG

ADMINISTRATION, EUA) como suplementação para alimentação animal (FDA,

1993; CIOFALO et al., 2006; BETANCUR, 2017).

1.3 Vetores de expressão

Comumente, após a determinação da cepa de trabalho, escolhe-se o

vetor. Há inúmeros vetores comerciais que podem ser utilizados para a

expressão do hormônio do crescimento em P. pastoris (Figura 2). A primeira

geração de vetores de P. pastoris como o pPIC9 apresentava o gene funcional

da histidina desidrogenase (HIS4) usado como marcador de seleção em cepas

que possuem deficiência desse gene, logo a primeira geração de vetores foram

inovados adicionando-se o gene de resistência a GS418 nomeando de vetor

pPIC9K. Apesar da constante melhoria nos vetores eles apresentavam uma

grande quantidade de pares de base algo entre 8 a 9,3 kb o que dificultava a

integração ao cromossomo da levedura no processo de transformação genética

in vitro (LI et al., 2003).

Figura 2: Mostra mapas físicos de vetores que se utilizam do promotor pAOX1. Vetor
pPIC9 e pPIC9K são considerados defasados para expressão, sendo atualmente
utilizados o vetor pPICZαA, B e C e o vetor pHIL-D2 para expressão de GH em
leveduras. Adaptado de Invitrogen 2010 e 2014.
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Atualmente, o uso dos vetores pPICZA, B e C tem sido mais recorrente

para a expressão de hormônio do crescimento de peixes (WEI et al., 2008;

ROTHAN et al., 2014; PORMEHR & POURKAZEMI, 2015). Esses vetores de

expressão apresentam 3,3 kb, sua estrutura é composta de um fragmento 5’

contendo: o promotor pAOX1 para expressão, fortemente regulada e induzida

por metanol, do gene de interesse; gene de resistência Zeocin ™ para seleção

em Escherichia coli e em P. pastoris; peptídeo C-terminal contendo as regiões

codificadoras do epítopo c-myc e uma poli-histidina tag (6xHis) para detecção e

purificação de proteína de fusão recombinante (INVITROGEN, 2010). Há

também vetores de expressão intracelular, como pHIL-D2, que é um vetor

integrativo de 8.209 pb de tamanho e que requer um códon ATG inicial em uma

sequência de consenso Kozak para uma iniciação da tradução do gene de

interesse. A seleção em Pichia se dá pelo gene HIS4, possui gene de

resistência a ampicilina e contém o promotor de forte expressão pAOX1

(INVITROGEN, 2014).

Utiliza-se geralmente o vetor pPIC9 (Figura 3) para expressão e

secreção de proteínas heterólogas nessa levedura. Este vetor possui 8023 pb,

contém o promotor pAOX1, posterior à região promotora há uma sequência

codificadora do peptídeo sinal de secreção (SADALLA-PINTO, 2012;

SADALLA-PINTO, 2018).

Os genes AOX1 e AOX2 conferem às células alta capacidade de

metabolização de metanol, dessa forma, a levedura recombinante possui

crescimento acelerado em meio composto por metanol como fonte exclusiva de

carbono permitindo que essa cepa possua um crescimento próximo ao da

levedura em seu estado selvagem, dessa forma a levedura recombinante

possui crescimento em meio contendo metanol como fonte exclusiva de

carbono (INVITROGEN 2010).

Portanto, há a necessidade constante de adicionar metanol absoluto

para a indução do promotor pAOX1, necessário para ocorrer a expressão

gênica (SADALLA-PINTO, 2012; SADALLA-PINTO, 2018). Em 1879 foi

apresentada a toxicidade do metanol em humanos, a partir desse

acontecimento, estudos verificaram a capacidade do metanol de indução à

acidose, toxicidade ocular e cerebral, efeitos esses decorrentes de um
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metabólico do metanol, o ácido fórmico (BENNETT et al., 1953; SHAHANGIAN

et al., 1986; KOSTIC et al., 2003).

Considerando a toxicidade do indutor do promotor pAOX1, vetores que

carregam outros promotores podem substituir o uso do pPIC9, como por

exemplo vetores construídos com o promotor do gene de levedura que codifica

a enzima glicolítica fosfoglicerato quinase (PGK1) para a expressão de

proteínas heterólogas em leveduras como a Saccharomyces cerevisiae e a P.

pastoris (GRAHAM & CHAMBERS 1997).

Esse promotor apresenta expressão máxima em meio contendo glicose.

Os vetores construídos com o promotor do gene PGK1 são de expressão

constitutiva e, em S. cerevisiae, estão baseados plasmídeos multicópias

objetivando potencializar os níveis de expressão da sequência heteróloga de

interesse, são considerados fortes e eficientes podendo produzir cerca de

30-40% de proteína celular total. Por outro lado, são relatadas a expressão de

sequências heterólogas em baixos níveis nessa levedura utilizando esse

promotor, como o gene estrutural HBsAg - proteína de superfície do vírus da

hepatite B e o cDNA da quimosina de bezerro, a produção obtida foie de 1 a

5% da proteína total da célula respectivamente (HITZEMAN et al., 1983;

MELLOR et al., 1983).

Apesar da possibilidade da expressão em baixos níveis, o vetor baseado

no pPGK1 possui características desejáveis como a não utilização de metanol

e expressão gênica em condições simples (ALMEIDA et al., 2005;

ASSUNÇÃO, 2015).

Posteriormente, a clonagem do gene PGK1, os primeiros vetores

utilizando esse promotor foram produzidos, eram vetores de expressão básicos

como o PGK-basQd, esses vetores além do gene PGK1, continham o alelo,

origem de replicação e sequências do plasmídeo pBR322 de E. coli, esses

primeiros vetores baseados no PGK1 possuíam apenas um sítio de restrição

para inclusão da sequência de DNA de interesse, comumente sítios das

enzimas Bglll, BamHl ou EcoRl (GRAHAM & CHAMBERS 1997). Atualmente,

os vetores PGK possuem local de clonagem múltipla na qual abrange uma

diversidade de locais de restrição comumente usados ​​para clonagem,

utilizando essas regiões, o DNA exógeno pode ser inseridos usando métodos
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de clonagem padrão com DNA ligase ou outros métodos, como clonagem livres

de ligase.

Figura 3. Mapa estrutural do vetor pPIC9, mostrando seus principais componentes.
Desenho realizado com auxílio do programa Snapgene ® versão 3.2.1 (2004-2019).

Figura 4. Mapa estrutural do vetor pKld-GFP, mostrando seus principais componentes.
Desenho realizado com auxílio do programa Snapgene ® versão 3.2.1 (2004-2019).
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A possibilidade de utilizar o promotor pPGK1 (considerado de força

média em P. pastoris) em um cassete de expressão com potencial de

integração de um múltiplo número de cópias pelo sistema leu2-d, sistema esse

desenvolvolvido baseado em LEU2 defeituoso para estímulo da integração

multicópia, ou seja o alelo leu2-d de S. cerevisiae que apresenta 68% de

identidade com o homólogo LEU2 de P. pastoris e deve reduzir as chances de

recombinação homóloga no locus LEU2 interrompido na cepa M12 (Betancur et

al., 2017), esse sistema motivou o uso do vetor pKlD-EGFP (Figura 4) nesse

trabalho de expressão heteróloga intracelular de rtGH em P. pastoris.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Expressão heteróloga intracelular do hormônio de crescimento de tambaqui na

levedura P. pastoris.

2.2 Objetivos Específicos

1. Inserção de sítios de enzimas de restrição e a maoir parte da sequência

consenso de Kozak de S. cerevisiae na sequência codificadora do rtGH;

2. Subclonagem da sequência e obtenção de dois vetores recombinantes

pKld-rtGHe1e pKld-rtGHe2;

3. Sequenciamento dos insertos clonados nos vetores e transformação

genética de P. pastoris;

4. Seleção de clones transformantes da levedura por meio da técnica de

PCR;

5. Identificação e confirmação da produção na levedura do rtGH.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Estratégia experimental para a expressão endógena de rtGH em Pichia
pastoris

Este trabalho foi desenvolvido conforme mostrado no esquema a seguir,

baseado nas seguintes etapas:

- Desenho de quatro oligonucleotídeos para gerar por PCR duas

estratégias sequências de genes do hormônio do crescimento do tambaqui

(rtGH) com caudas carreadoras de sítios de enzimas de restrição e a

sequência consenso downstream de Kozak.

- Subclonagem do gene rtGH otimizado no vetor pKld-GFP;

- Confirmação da subclonagem e sequenciamento dos genes de tGH

dos vetores recombinantes pKld-rtGH;

- Transformação da levedura para recombinação do vetor linearizado ao

genoma cromossomal da P. pastoris;

- Expressão e análise por gel de poliacrilamida e imunoensaios do

hormônio produzido.
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3.2 Hospedeiras

Linhagem de Escherichia coli: DH5α

Genótipo:
fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1

endA1 thi-1 hsdR17.

Antibióticos utilizados para seleção de plasmídeo (concentrações finais):
Ampicilina, 100 μg/mL.
Kanamicina, 30 µg/mL.
Geneticina (G418), 200 µg/mL.

Pichia pastoris (M12): Uma linhagem mutante auxotrófica deficiente na
biossíntese de leucina pela ruptura do gene LEU2, desenvolvida por Betancur
(2014) e cedida gentilmente pelo Dr. Fernando Araripe Gonçalves Torres - UnB.

22



3.3 Meios de cultura

Para Escherichia coli:

Meio LB (Luria-Bertani)

Composição do meio:

Triptona - 1g

Extrato de Levedura - 0,5g

NaCl - 1g

Completar o volume para 100 mL

Meio LB Ágar (Luria-Bertani)

Composição do meio:

Meio LB (com adição de 1,5% de ágar bacteriológico)

*Meios esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Para Pichia pastoris

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Composição do meio:

Extrato de levedura 10 g/L

Peptona 20 g/L

Glicose 2 %

Ágar 20 g/L

Meio de cultura MD (Minimal Dextrose Medium)

Composição do meio:

YNB com sulfato amônio 1,34 % (p/v)

Biotina 4 x 10 -5 % (p/v)

Glicose 2 % (p/v)

Ágar 20 g/L (p/v)
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*YNB com sulfato de amônio foram esterilizados em autoclave a 60°C por 20

minutos

** Glicose e ágar foram esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos.

3.4 Soluções

10X YNB (Solução de Yeast Nitrogen Base)

Yeast Nitrogen Base (sem aminoácidos) 3,4 %

Sulfato de amônio 10 %

500X Biotina (0,02 %)

Para o preparo desta solução, 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de

água destilada. A solução deverá ser esterilizada por filtração e estocada a 4

°C.

10X Glicerol (10 %)

Glicerol no volume de 5 mL de glicerol foi misturado a 900 mL de água e

esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos.

10X Glicose (20%)

Vinte gramas (20 g) de glicose foram dissolvidos em 100 mL de água destilada

e esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Tampão fosfato 1M, pH 6,0 (100mL)

A quantidade de 13,2 de K2HPO4 foram combinados com 86,8 mL de KH2PO4.

O pH deve ser confirmado e ajustado, se necessário. Foi esterilizado em

autoclave a 120°C por 20 minutos.

Tampão A: Tampão de extração

Tris-HCl 20mM pH 8.0, imidazol 5mM, NaCl 500mM, PMSF 1mM e Triton 1%

X100.
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Tampão TBS para lavagem: Tris 2,43 g NaCl 22,5g Tween-20 0,5 mL H2O q.s.p

1000 mL pH ajustado para 7,5.

Tampão de bloqueio: BSA 3%(p/v).

Tampão de Transferência: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 10% metanol.

Tampão PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 anidro, 2 mM

KH2PO4, pH 7,2-7,4.

3.5 Vetores utilizados

pUC-rtGH: Vetor gentilmente cedido pelos Doutores Elson Antonio Sadalla

Pinto e Spartaco Astolfi Filho. Este vetor é derivado do pUC19 com a

sequência do gene do hormônio de crescimento de tambaqui feito por síntese

química para o desenvolvimento do trabalho de dissertação (Sadalla-Pinto,

2012), a sequência do cDNA do GH de tambaqui foi conseguida de uma

biblioteca construída por Sousa (2009) a partir de isolados da hipófise e parte

do cérebro do peixe.

pKld-GFP: Vetor gentilmente cedido pelo Dr. Fernando Araripe Gonçalves

Torres- UnB, construído no trabalho de tese de Maritza Ocampo Betancur

(2017) para a expressão intracelular de GFP contendo o alelo leu-2 como

marca de seleção.

pKld-rtGHe1: Vetor recombinante construído neste trabalho para expressão

intracelular de hormônio de tambaqui em P. pastoris com a marca de seleção

alelo leu2-d preservada.

pKld-rtGHe2: Vetor recombinante construído neste trabalho para expressão

intracelular de hormônio de tambaqui em P. pastoris com a marca de seleção

alelo leu2-d preservada.
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3.6 Oligonucleotídeos

Foram construídos dois vetores recombinantes utilizando oligonucleotídeos

iniciadores para inserir as modificações pela técnica de PCR.

PRIMER E1f

Este primer foi desenhado contendo sequência do sítio da enzima de restrição

BamHI e AAACGATG TCT, ou seja, a maior parte da sequência consenso

Kozak de S. cerevisiae inserida com intuito de melhorar eficiência da tradução

do hormônio proteico.

PRIMER E1r

Utilizando este oligonucleotídeo o gene rtGH é amplificado e suas trincas que

originariam a cauda de histidina é excluído por meio da adição de um stop

códon e o sítio da enzima de restrição NotI antes da sequência de 6 histidinas

(HIS6).

PRIMER E2f

Este oligonucleotídeo possui as mesmas características do oligo E1f.

PRIMER E2r
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Utilizando este oligo o gene rtGH é amplificado com uma cauda de histidina

oriunda do gene contido no vetor pUC-rtGH, após a região de his-tag foi

adicionado o stop códon e o sítio da enzima de restrição NotI.

Esses oligonucleotídeos foram utilizados para originar duas estratégias

de clonagem do gene do hormônio do crescimento de tambaqui, o rtGHe1

contendo 570 pb e o rtGHe2 contendo 597 pb, contendo a região codificadora

de HIS6 na região 3´ do gene. Após o processo de PCR, foram obtidos

amplicons com sequências consenso de Kozak e sítios de enzimas de

interesse proporcionando a subclonagem do gene no vetor de expressão.

PRIMER PGK-rtGH forward

5´CCACCACACCATCACTGTCA 3’

PRIMER PGK-rtGH reverse

Estes primers foram desenhados para identificação por meio de PCR

dos clones positivos transformantes de P. pastoris, a sequência amplificada

apresentará um tamanho de 311 pb.
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3.7 Preparo de hospedeiras de E. coli para transformação genética

A hospedeira E. coli da cepa DH5α foi repicada em meio LB sólido sem

antibiótico a partir de uma alíquota criopreservada. A cultura foi incubada em

estufa a 37°C por 16 horas. Após a identificação de colônias isoladas, com

palito estéril, uma colônia foi inoculada em 5 mL de meio LB em duplicata,

esses pré-inóculos foram incubados sob a temperatura de 37 °C, a 180 rpm por

16 horas. Foi transferido 0,3 mL desse pré-inoculo para Erlenmeyer contendo

200 mL de meio LB também sem antibiótico e mantidas em crescimento, a

leitura de OD (Densidade Óptica) do inóculo foi acompanhada até atingir a

OD600 de 0,5. As culturas de células foram centrifugadas sob 4.000 x g por 10

minutos a 4 ºC, após o descarte do sobrenadante, os pellets foram gentilmente

homogeneizados em 10 mL de CaCl2 100 mM e glicerol 10% estéril e gelado.

Em seguida esse material ressuspenso foi submetido a uma nova

centrifugação sob 4.000 x g por 10 minutos a 4 ºC, o sobrenadante descartado

e o sedimento celular gentilmente homogeneizado em 1 mL de CaCl2 100 mM

com glicerol 10%. Essas células foram aliquotadas em microtubos (50 µL/tubo)

e armazenadas em freezer -80 ºC.

3.7.1 Transformação da hospedeira com vetores de trabalho

Esse procedimento foi realizado com a finalidade de

propagação/amplificação dos vetores utilizados no trabalho. Alíquotas de

células competentes foram retiradas do ultrafreezer e mantidas em gelo por

aproximadamente 30 minutos para degelar. Para a transformação adicionou-se

2 μL de plasmídeo (10 ng/μL) diluído em H2O milliQ em 50 µL de células

eletrocompetentes da cepa DH5α. A mistura foi mantida em gelo por 20

minutos e posteriormente transferida para cubeta para o processo de

eletroporação a 1900 volts sendo mantidas nessa voltagem por milissegundos

para ocorrer o processo de abertura de poros na membrana celular da
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hospedeira. Em seguida foram adicionados 500 μL de meio líquido

Luria-Bertani LB (SAMBROOK et al., 1989) e incubadas por 1 hora a 37 °C

com agitação de 150 rpm. Então alíquotas de 50, 100 e 200μL foram

semeadas em placas contendo o meio ágar LB com Canamicina (25mg/mL)

para os sistemas de células transformadas com o vetor pKld-GFP e em placas

contendo meio ágar LB com ampicilina (100 mg/mL) para o pUC-rtGH e

mantidas a 37 °C overnight. Esse procedimento foi realizado tanto para

sistemas de células eletrocompetentes contendo o vetor pUC-rtGH quanto para

os sistemas de células eletrocompetentes contendo o vetor pKld-GFP.

3.7.2 Amplificação de rtGH por PCR

Após propagação e obtenção do vetor pUC-rtGH, foi realizada a técnica

de PCR com a finalidade de se inserir no gene do hormônio de crescimento do

tambaqui além da sequência consenso downstream de Kozak, sítios das

enzimas BamHI e NotI. Esta reação (tabela 1) foi feita em 25 ciclos com

temperatura padronizada em 54 °C utilizando a enzima Platinum Taq DNA

Polymerase High Fidelity da Invitrogen.

Tabela 1: Tabela evidenciando reagentes, concentrações e volumes usados na
reação de PCR.

H2O 13 uL

Tp10X 2,5 uL

MgCl 2 50 mM 1,5 uL

dNTPs 2,5 mM 2,5 uL

primer forward 5 pMol/uL 2,0 uL

primer reverse 5 pMol/uL 2,0 uL

Taq DNA polimerase 5U/uL 0,5 uL

DNA 50 pg/uL 1,0 uL

Volume Final 25 uL

29



3.7.3 Digestão enzimática

Após propagação e obtenção do vetor pKld-GFP, foi realizada digestão

enzimática simples e dupla tanto do vetor pKld-GFP, quanto dos amplicons

rtGHe1 e rtGHe2 utilizando as enzimas BamHI e NotI. A digestão do vetor

resultou na liberação do fragmento da GFP e nos amplicons, a digestão

originou extremidades sticky ends, favoráveis ao processo de ligação no vetor.

Os sistemas de digestão mostrados na tabela 2 foram incubados a 37°C em

banho seco por 2 horas.

Tabela 2: Dados dos sistemas de digestão realizados.

Sistema pKld-GFP (uL) Sistema rtGHe1/ rtGHe2
(uL)

Controle (uL)

H2O                  36 H2O                   36 H2O                  35

Tp 10X              5 Tp 10X                5 Tp 10X                5

DNA             4 (30,5 ng/uL) DNA               4 (22,5 ng/uL) DNA            10 (30,5 ng/uL)

NotI               2,5 (10 U/uL) NotI                 2,5 (10 U/uL) ------

BamHI           2,5 (10 U/uL) BamHI 2,5 (10 U/uL) ------

Volume Final =   50 Volume Final =    50 Volume Final =    50
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3.7.4 Purificação do pKld e da sequência codificadora do rtGH

O fragmento de DNA (pKld) do sistema de digestão foi purificado em gel

de agarose 1%, após separação dos fragmentos digeridos pelas enzimas

BamHI e NotI a banda que possuía o fragmento de interesse no gel foi cortada

com auxílio de bisturi estéril e transferidas para microtubos de 1,5 mL

previamente pesados e identificados. Os microtubos contendo as bandas de

gel foram submetidos a banho seco sob temperatura de 60 °C até o gel se

dissolver. Seguiu-se a purificação do material oriundo do sistema de digestão

pKld-GFP e do sistema ErtGHe1/ ErtGHe2 por meio dos kits Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare) e Illustra GFX PCR DNA. Após purificados,

esses materiais foram quantificados em Nanodrop. Os dados obtidos foram:

Amplicons 23,3 e 22,5 ng/µl; pKld 30,5 ng/µl.

3.8 Construção dos vetores recombinantes

3.8.1 Ligação

O sistema de ligação foi realizado usando-se uma proporção de 3

moléculas de inserto rtGHe1/ rtGHe2 para 1 de moléculas de vetor pKld sob

uma temperatura de 16°C por 16 horas, na tabela 3 é evidenciada a

composição do sistema.

Tabela 3: Composição do sistema de ligação.

Sistema de ligação Volume

Vetor pKld- 200 ng/µL 6,5 µL

Inserto rtGHe1/ rtGHe2 - 63 ng/µL 3 µL

T4 ligase (200U/uL)
0,5 µL

Tp 10X 1,5 µL

H2O 3,5 µL
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Volume Final = 15 µL

3.8.2 Transformação de Escherichia coli com vetores recombinantes

Alíquotas eletrocompetentes degeladas de E. coli da linhagem DH5𝛼

foram utilizadas para a transformação com o vetor recombinante pKld-rtGHe1 e

pKld-rtGHe2, foram feitos três sistemas de transformação: no primeiro foi

acrescentado 50 µL de E. coli e 1,5 µL pKld-rtGHe1; no segundo 50 µL de E.

coli e 1,5 µL pKld-rtGHe2 e no terceiro microtubo substituiu-se o DNA por 1,5

µL de água. Esses sistemas foram mantidos em gelo por 20 minutos,

transferidos para cubetas e eletroporados a 1900 volts. Após o choque elétrico

foi adicionado 500 µL de meio LB em cada sistema e mantidos sob agitação a

37 °C por 1 hora para recuperação de vigor celular e expressão da marca de

seleção dominante. Em seguida os sistemas foram semeados em alíquotas de

50, 100 e 200 uL em placas previamente preparadas com meio LB sólido

contendo kanamicina como antibiótico seletivo e mantidas invertidas overnight

em incubadora a 37 °C.

3.8.3 PCR de colônia de E. coli transformadas

Foi realizada PCR direto de 30 colônias previamente selecionadas, 15

colônias oriundas da transformação com vetor pKld-rtGHe1 e 15 colônias da

transformação com vetor pKld-rtGHe2 para confirmação da subclonagem no

vetor de expressão. Uma parcela de cada colônia foi retirada com auxílio de

palito estéril e inoculadas em tubos de 600 µL contendo 10 µL de água Milli-Q

os tubos foram levados para banho seco por 10 minutos a 95 ºC para o

rompimento das células e liberação de seu material genético. Após a

centrifugação a 12000 g por 5 min foram retirados 2 µL dos sobrenadantes

para serem usados como templates na amplificação.

Das colônias que amplificaram, foram selecionadas 18 colônias

recombinantes e inoculadas em tubos contendo 5 mL de meio LB com
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kanamicina (30 ug/mL) incubado em shaker a 37º C overnight para extração

plasmidial.

3.8.4 Sequenciamento dos vetores recombinantes

Das colônias transformantes de E. coli com resultado positivo na PCR

foram selecionadas 6 colônias para sequenciamento do vetor na plataforma

Sanger (SANGER et al., 1977) as sequências foram analisadas por programa

disponível no site Electropherogram quality analysis.

3.8.5 Propagação e extração de pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2

Na transformação genética feita em células eletrocompetentes de DH5α,

adicionou-se 2 μL de plasmídeo (10 ng/μL) diluído em H2O milliQ em 50µL de

células eletrocompetentes degeladas da cepa DH5α. Prosseguiu-se o protocolo

padrão de transformação bacteriana já descrito. A extração plasmidial foi

realizada por meio do kit Fast-n-Easy Plasmid-Prep Cellco, seguindo instruções

do fabricante.

3.9 Preparo de Pichia pastoris eletrocompetentes

Células da hospedeira P. pastoris linhagem M12 foram crescidas em

placas de Petri contendo meio YPD ágar por aproximadamente 48 horas,

colônias isoladas foram selecionadas para pré-inóculo em Erlenmeyer de

120mL contendo 10 mL de YPD, a cultura foi incubada a 30 °C por 24 horas.

Após 24 horas de incubação foi retirado 150 µL do pré-inóculo adicionados a

200 mL do meio YPD em frascos Erlenmeyer de 1L e incubados a 30°C em

agitador com 200 rpm com sucessivas leituras em espectrofotômetro no

comprimento de onda de 600 nm até atingir uma densidade ótica (O.D.) entre

1,3 e 1,5. Em seguida a cultura foi transferida para tubos Falcon de 50 mL as

células foram coletadas por centrifugação a 4000 rpm durante 10 min a 4°C e

ressuspendidas em 30 mL de água deionizada esterilizada gelada. Uma

segunda centrifugação foi realizada nas mesmas condições do passo anterior e
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as células foram ressuspendidas em 15 mL de água deionizada esterilizada e

gelada. Outra centrifugação a 4000 rpm/ 10 min a 4°C foi feita e as células

depositadas foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol 1M gelado e

novamente centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de sorbitol gelado a 1M.

Esse material foi aliquotado em um volume de 80 µL em microtubos e

estocadas em freezer -80 para posterior utilização.

3.9.1 Transformação de Pichia pastoris com os vetores recombinantes

Para transformação das células eletrocompetentes de P. pastoris M12,

os vetores pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2 foram digeridos com a enzima SacI para

linearização sob as seguintes condições: tampão NEB 1.1 1X, 10U de SacI, 10

μg de DNA em volume final de 20 μL para ambos os vetores, essa reação foi

incubada a 37 ºC por 2 horas. Após o resultado do sistema ser visualizado em

gel de agarose (0.8%), esse material foi precipitado com glicogênio (2 ug/uL) e

NaCl 3M e 2,5X do volume de etanol, passando por incubação por 4 horas a

-80 °C, posteriormente o material foi centrifugado por 1 hora a 14000 rpm, o

sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70% gelado, em

seguida, com o pellet já seco, foi adicionado 10 uL de H2O milliQ. Para a

eletroporação foram utilizados 80 μL de células eletrocompetentes misturadas

com 10 μg do DNA linearizado. O sistema de transformação foi transferido para

uma cubeta de eletroporação de 2 mm previamente resfriada em gelo, em

seguida foram submetidas à eletroporação com voltagem de 1500 milivolts em

eletroporador. Imediatamente após as células foram ressuspendidas em 1 mL

de sorbitol 1M. Após a ressuspensão, as células foram transferidas para

microtubos de 1,5 mL estéreis e volumes de 50 e 100 μL foram semeados em

placas de Petri contendo meio MD (Minimal Dextrose) com ausência do

aminoácido leucina, as placas foram incubadas a 30 ºC por 72 horas para o

aparecimento de colônias.

3.9.2 Seleção das leveduras transformantes
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Nessa etapa, um número amostral de oito clones de P. pastoris

transformadas com os vetores recombinantes pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2,

foram repicadas em placas de Petri contendo meio de crescimento MD e

incubadas. As leveduras transformantes puderam ser facilmente identificadas

por apresentarem a marca de seleção auxotrófica, nesta linhagem, o marcador

é Leu-, as colônias crescidas em MD passaram por uma segunda seleção, elas

foram repicadas em placas contendo meio MD e o antibiótico G418, visto que o

pKld carreia para o cromossomo da levedura o gene de resistência ao G418.

Após crescimento de colônias crescidas nesta segunda seleção foi realizado

extração de DNA total seguindo protocolo adaptado (mostrado no apêndice).

Com o DNA cromossomal extraído foi realizada reação PCR com os primers

pPGK-GHf e pPGK-GHr (Figura 5 e 6), sendo que a obtenção dos produtos foi

previamente simulada utilizando o software SnapGene ® versão 3.2.1. Com os

resultados da PCR foi possível a identificação e seleção das colônias

recombinantes. As colônias que amplificaram uma banda de 311 pb

correspondente a parte do gene do promotor pPGK1 e parte do gene rtGH,

inseridos no DNA cromossomal da levedura no processo de transformação

foram inoculadas em frascos agitados a 150 rpm contendo meio YPD (1%

yeast extract, 2% peptone, 2% D-glucose).

Figura 5: Simulação do produto de PCR esperado a partir do anelamento do primer
pPGK-GH (circulado em vermelho) a região considerada a integração do vetor
recombinante pKld-rtGHe1 ao cromossomo de P. pastoris. Desenho realizado com
auxílio do programa Snapgene ® versão 3.2.1 (2004-2019).
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Figura 6: Simulação do produto de PCR esperado a partir do anelamento do primer
pPGK-GH (circulado em vermelho) a região considerada a integração do vetor
recombinante pKld-rtGHe2 ao cromossomo de P. pastoris. Desenho realizado com
auxílio do programa Snapgene ® versão 3.2.1 (2004-2019).

3.9.3 Crescimento e expressão do rtGH em frascos agitados

Foi feito pré-inóculo de uma colônia de levedura transformada com o

vetor pKld-rtGHe1 e uma transformada com o pKld-rtGH2, cada colônia foi

inoculada em 5 mL de meio YPD e incubadas a 30°C sob agitação de 200 rpm

por 16 horas. Após as 16h de crescimento 300 µL dessa cultura foi transferida

para Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio YPD que foram

incubadas a 30° sob agitação de 200 rpm. Decorridas 24h de crescimento,

alíquotas foram retiradas para leitura de absorbância a OD600nm, quando

lâminas frescas das culturas foram feitas para verificação de eventual

contaminação e morfologia celular, em seguida foi adicionado de 1,3 mL de

glicose 20% (m/v). Esses passos foram repetidos após 48h de crescimento,

após se completar 52 h alíquotas dessas culturas foram transferidas para

microtubos de 2 mL e centrifugadas a 12000 g por 5 minutos e os pellets foram

estocados em freezer a -80 ºC para posterior análise.

3.9.4 Rendimento de biomassa celular

A cinética de crescimento microbiano foi avaliada através dos

parâmetros de rendimento em biomassa (Yx/s) durante cultivo em quimiostato

em meio YPD considerando glicose como substrato. Durante o crescimento

foram tomadas amostras para determinação da densidade óptica em
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espectrofotômetro e determinação do peso celular. O consumo de glicose ao

longo tempo foi acompanhado aplicando o método glicose oxidase que

determina a concentração de glicose no meio. De posse destes dados foi

possível determinar a taxa específica de crescimento (u), o rendimento de

biomassa (Yx/s) e o tempo de geração (t).

3.9.5 Análise da expressão endógena do rtGH em Pichia pastoris

A análise da expressão foi realizada a partir do sistema SDS-PAGE, o

pellet foi preparado a partir de 2 mL de cultura e ressuspendido em 200 µL de

tampão de extração (Tp.A), após ressuspensão foram realizados 3 ciclos de

ultrassom (potência 70) de 2 minutos cada com intervalos de 30 segundos

entre cada pulso. Após a sonicação, as amostras foram centrifugadas sob a

seguinte condição: 40 minutos a 12000 rpm em 4°C. Posterior a centrifugação

as duas frações da amostra foram separadas e reservadas, a insolúvel (pellet)

foi ressuspensa em (Tp.A) no mesmo volume obtido na fração solúvel

(sobrenadante), ambas as amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida,

em microtubos previamente identificados foram separados 40 uL de cada

amostra e adicionado 10 uL de tampão de amostra 5X contendo beta

mercaptoetanol, a seguir essas amostras foram fervidas por 5 min/ 100°C e

aplicadas no gel de SDS-PAGE.

3.9.6 Detecção do rtGH por Dot Dlotting

As amostras de proteínas contendo foram pipetadas na membrana de

nitrocelulose 0,45 Amersham Hybond membranes. Após secagem, a

membrana foi bloqueada com BSA 3% em TBS durante 1 hora, sob agitação, à

temperatura ambiente. A membrana foi lavada com TBST durante 5 minutos

esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Em seguida, a membrana foi

incubada por 1 hora com o anticorpo monoclonal HisTag produzido em

camundongo (diluído 1:5000 em TBS/BSA 1%). A membrana foi lavada com

TBST durante 5 minutos e esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Nessa

etapa a membrana foi incubada por 1 hora com o anticorpo secundário

(peroxidase ou fosfatas leite desnatado a 5% em TBST e incubada durante 1
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hora. A membrana foi novamente lavada com TBST durante 5 minutos e

procedimento repetido por 3 vezes, para finalizar a membrana foi incubada na

solução de revelação.

3.9.7 Western Blotting

Para este experimento, a placa de cerâmica da INVITROGEN - semidry

foi previamente umedecida com tampão de transferência 1x. Após a

eletroforese, os papéis filtro, a membrana e o gel foram incubados por

aproximadamente 2 minutos, o procedimento de transferência foi realizado

utilizando uma voltagem fixa de 20 V, 700 mA, 150 W por 90 minutos, ao final

deste procedimento a membrana foi incubada em solução bloqueadora,

composta por: PBS e leite desnatado 5% por 1 hora, decorrido o tempo,

incubou-se com o anticorpo primário 1:1000 (PBS + leite desnatado 5% +

0.05% Tween 20) durante 1 hora sob agitação à temperatura ambiente.

Após, a membrana foi lavada 3x com (PBS + 0.05% Tween 20) cada

lavagem teve duração de 5 minutos. Em seguida a membrana foi incubada por

30 minutos com anticorpo secundário, sob agitação à temperatura ambiente, o

procedimento de lavagem foi realizado novamente. Em seguida foi realizada a

revelação.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Propagação e extração de pKld-GFP e pUC-rtGH

Na figura 7 a seguir é possível observar o resultado da extração dos

vetores de interesse pKld-GFP e pUC-rtGH realizado após extração, o perfil

eletroforético evidenciou integridade do material, o que possibilitou a estimativa

em ng/uL do material genético para prosseguir com a etapa de digestão

enzimática do pKld-GFP para a excisão do gene GFP utilizando as enzimas

BamHI e NotI e o procedimento de PCR para o pUC-rtGH com os pares de

oligonucleotídeos (pE1f:pE1r e pE2f:pE2r).

Figura 7: Análise eletroforética em gel de agarose 0.8% dos plasmídeos
recombinantes. Canaleta (poços) 1-5: pKld-GFP: canaletas 6-10: pUC-GH.
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4.2 Isolamento do gene rtGH por PCR

A partir da purificação do plasmídeo pUC-rtGH foi possível realizar a

técnica de reação de polimerase em cadeia PCR para isolamento do gene

rtGH. Na (Figura 8) são visualizados os amplicons obtidos por meio de PCR do

pUC-rtGH utilizando os oligonucleotídeos pE1f e pE1r que amplificam 570 pb e

os oligonucleotídeos pE2f e pE2r amplificam 597 pb originando os amplicons

rtGHe1 e rtGHe2 com tamanho em pares de base esperado, esses amplicons

possuem a sequência consenso de Kozak e extremidades stick end ao vetor

pKld cujo gene da GFP foi excisado. A sequência ATG TCT foi adicionada no

início do gene rtGH visto que esta é reconhecida como sendo a sequência

consenso de Kozak das leveduras e é reportada em P. pastoris (HAMILTON et

al., 1987).

Figura 8: Análise eletroforética em gel de agarose 0.8%. Poço 1 - controle da PCR
sem DNA; Poço 2, 3 e 4 - amplicons de rtGHe1 com 570 pb; Poço 5, 6 e 7 - amplicons
de rtGHe2 com 597 pb; Poço 8 - marcador de massa molecular 1kb DNA Ladder NEB.

A sequência de Kozak pode gerar um impacto de 2 a 3 vezes na

eficiência de iniciação da tradução no sistema de expressão heteróloga em

levedura (INVITROGEN, 2010), com isso é esperado um impacto positivo na

expressão do hormônio do crescimento de tambaqui. Diferentes organismos

eucariotos superiores e inferiores podem possuir variações de número e tipos

de nucleotídeos da sequência consenso de Kozak, porém essas sequências
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são bem preservadas e quando há uma mutação, esta pode afetar positiva ou

negativamente o início da tradução (KOZAK, 1986; LI et al., 2017).

4.3 Análise de restrição do vetor pKld-GFP

A digestão enzimática gerou extremidades coesivas nos sítios das

enzimas BamHI e NotI, possibilitando a ligação do tipo sticky ends entre o vetor

pKld e os amplicons do gene rtGH (Figura 9), porém para fins de confirmação e

segurança o vetor foi digerido com três enzimas, nas digestões simples com

BamHI, NotI e EcoRI o vetor pKld-GFP foi linearizado, a digestão dupla com as

enzimas BamHI e NotI leva a excisão do gene da GFP de 735 pb, a dupla

digestão com EcoRI e NotI resulta na liberação de um fragmento de 1115 pb

referente ao poço 7 na figura 9 onde é possível observar os resultados dessa

análise.

Figura 9: Análise eletroforética dos produtos de digestão do pKld-GFP em gel de
agarose 0.8%. Poço 1- Marcador de massa molecular Invitrogen 1 Kb Plus DNA
Ladder; Poço 2 - Controle sem enzima; Poço 3 - sistema de digestão simples com
BamHI; Poço 4 - sistema de digestão simples com EcoRI; Poço 5 - sistema de
digestão simples com NotI; Poço 6 - sistema de digestão dupla com BamHI e NotI;
Poço 7 - sistema de digestão dupla com EcoRI e NotI.
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4.4 Análises de restrição dos vetores recombinantes

Os vetores recombinantes pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2 foram digeridos

para a confirmação de sua construção e consequente ligação da região

estrutural do gene tGH ao vetor de expressão. A digestão enzimática realizada

com três enzimas BamHI, NotI e EcoRI possibilitou as análises de restrição. A

digestão simples do pKld-rtGHe1 com BamHI foi aparentemente parcial, já com

as enzimas EcoRI e NotI houve linearização total do vetor. Nos resultados de

dupla digestão obteve-se as bandas esperadas de aproximadamente 570 pb na

digestão com BamHI e NotI e 1115 pb na dupla digestão com EcoRI e NotI. A

digestão simples do pKld-rtGH2 com BamHI também foi considerada parcial, já

com as enzimas EcoRI e NotI obtive-se linearização total do vetor. As duplas

digestões de BamHI e NotI originaram uma banda de aproximadamente 580 pb

e 1115 pb para a digestão com EcoRI e NotI como esperado e pode ser

visualizada na Figura 10.

Figura 10: Análise de eletroforese em gel de agarose 0.8%. Poço 1- marcador
molecular Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder; Poço 2 - digestão simples de pKld-rtGHe1
com BamHI; Poço 3 - digestão simples de pKld-rtGHe1 com EcoRI; Poço 4 - digestão
simples de pKld-rtGHe1 com NotI; Poço 5 - dupla digestão de pKld-rtGHe1 com
BamHI e NotI; Poço 6 - dupla digestão de pKld-rtGHe1 com EcoRI e NotI; Poço 7 -
controle de pKld-rtGHe1 sem enzima; Poço 8 - digestão simples de pKld-rtGHe2 com
BamHI; Poço 9 - digestão simples de pKld-rtGHe2 com EcoRI; Poço 10 - digestão
simples de pKld-rtGHe2 com NotI; Poço 11 - dupla digestão de pKld-rtGHe2 BamHI e
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NotI; Poço 12 - dupla digestão de pKld-rtGHe2 com EcoRI e NotI; Poço 13 - controle
de pKld-rtGHe2 sem enzima.

4.5 PCR de colônia

Após transformação de E. coli DH5α com os vetores recombinantes

pKld-rtGHe1 (sem cauda de histidina) e pKld-rtGHe2 (com cauda de histidina

C-terminal), 14 clones de cada estratégia (totalizando 28) foram selecionados

para realização de PCR de colônia verificando a clonagem do gene do

hormônio de crescimento de tambaqui utilizando os pares de primers:

pE1f-pE1r e pE2f e pE2r. Dos 14 clones transformados com o vetor

pKld-rtGHe1 (Figura 11) selecionados em 10 houve amplificação do gene do

rtGHe1 e os outros 4 (amostras 7, 9, 11 e 13) não amplificaram e dos 14 clones

transformados com o vetor pKld-rtGHe2 (Figura 12) 12 amplificaram o gene

rtGHe2 e nos outros 2 (amostras 9 e 13) não identificou-se amplificação.

Figura 11: Análise do perfil eletroforético em gel de agarose 0.8% mostrando
amplificações de PCR realizadas direto de colônias. Poço 1 - marcador molecular
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Poços 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 -
clones transformados com o vetor recombinantes pKld-rtGHe1 selecionados; Poço 16
- controle sem DNA.
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Figura 12: Perfil eletroforético de gel de agarose 0.8% evidenciando resultados de
amplificação de PCR de colônia. Poço 1 - marcador molecular GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder; Poços 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 - clones transformados
com o vetor recombinante pKld-rtGHe2 selecionados; Poço 16 branco.

4.6 Seleção das leveduras recombinantes

Após a transformação de P. pastoris linhagem M12 (leu2) por

eletroporação (HIGGINS & CREGG 1998) obteve-se colônias após 72 h,

apesar de que geralmente as colônias dessa levedura começam a aparecer a

partir de 48 h (RUBINI, 2009) entendeu-se que a demora no crescimento das

colônias seria devido ao fato de se tratar de uma linhagem defectiva para o

gene da leucina, considera-se que o número de cópias integrados no

cromossomo da levedura no processo de transformação e recombinação por

homologia está relacionado a estabilidade, crescimento e eficiência das

leveduras transformantes (BETANCUR, 2017; BETANCUR et al., 2017; MARX

et al., 2009).

Foi realizada dupla seleção das leveduras transformantes, primeiro

crescendo os clones em meio mínimo MD com ausência do aminoácido

leucina. As colônias crescidas em MD foram repicadas em forma de grid em

placas contendo MD e antibiótico G418, forçando as transformantes a produzir

leucina e a degradar o antibiótico, superando as duas pressões, para poder

sobreviver e crescer na placa em que foram semeadas, como se observa na

figura 13.
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Figura 13: Análise de seleção dos clones de P. pastoris recombinantes. (A) Placa de
Petri contendo grid de Pichia pastoris M12 transformadas com o vetor pKld-rtGHe1
cultivadas em meio MD com antibiótico G418; (B) Placa de Petri contendo grid de
Pichia pastoris M12 transformadas com o vetor pKld-rtGHe2 cultivadas em meio MD
com antibiótico G418; (C) Placa de Petri contendo M12 cultivada em meio MD com
leucina; (D) Placa de Petri com meio MD sem leucina, M12 não cresceu.

4.7 Extração do DNA cromossomal de levedura

Foram extraídos o DNA cromossomal de oito clones da levedura P.

pastoris M12 transformados com os vetores recombinantes (Figura 14), após

extração, a integração do vetor recombinante ao cromossomo foi confirmada

por meio de PCR (Figura 15) utilizando os oligonucleotídeos pPGK-rtGH

forward e reverse.
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Figura 14: Perfil eletroforético do DNA total das leveduras recombinantes em gel de
agarose 0.8%. Poço 1 - DNA cromossomal da hospedeira M12 não transformada;
Poço 2 DNA cromossomal da M12 transformada com pKld-GFP; Poço 3, 4 e 5 - DNA
cromossomal de clones de M12 transformados com o vetor recombinante
pKld-rtGHe1; Poço 6, 7 e 8 - DNA cromossomal da M12 transformada com
pKld-rtGHe2.

Figura 15: Perfil eletroforético de gel de agarose 0.8% mostrando produtos de PCR
obtidos a partir do DNA extraído da levedura M12 utilizando os primers pPGK-GHf e
pPGK-GHr. Poço 1 - marcador molecular Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder; Poço 2 -
controle sem DNA; Poço 3 - controle positivo vetor pKld-rtGHe1 amplificado com o
primer pPGK-GH; Poço 4 - controle positivo vetor pKld-rtGHe2 + pPGK-GH; Poço 5 -
PCR com PGK-GH utilizando o DNA cromossomal 30ng da M12 vazia; Poços 6, 7 e 8
- PCR utilizando o DNA cromossomal 30ng da M12 transformada com pKld-rtGHe1
colônia 1, colônia 2 e colônia 3; Poços 9, 10 e 11 - PCR utilizando o DNA
cromossomal 30ng d1a M12 transformada com pKld-rtGHe2 colônia 4, colônia 5 e
colônia 6; Poço 12 - marcador molecular.
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4.8 – Crescimento celular e rendimento de biomassa

Na figura 16 em que é apresentado o gráfico do crescimento das

culturas celulares é possível notar que não há uma diferença significativa entre

as três culturas, apenas no tempo 48h a levedura transformada com o vetor

pKld-rtGHe2 apresenta um leve aumento na densidade óptica se comparada às

demais, porém, após esse intervalo de tempo, ambas apresentam ODs

semelhantes. Quanto à adição de glicose no meio, a quantidade utilizada não

demonstrou influência significativa no crescimento da levedura, porém a adição

pode ter relação com o resultado obtido no método de Bradford.

Figura 16: Gráfico da cinética do crescimento de clones de Pichia pastoris M12
transformada com os vetores pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2, cultivadas em meio YPD,
M12 C- corresponde ao controle negativo (levedura não transformada com vetor).
Gráfico realizado com auxílio do programa GraphPad Prism ® versão 9.1.10 (2021).

As proteínas totais foram obtidas pelo rompimento de 100 uL das células

de levedura. Neste experimento, foram utilizados 2 clones recombinantes de P.

pastoris/tGH e da hospedeira M12. As quantificações de proteínas foram

realizadas empregando o método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando

albumina de soro bovino como padrão para estabelecimento de uma curva

padrão de concentração de proteínas.

As colônias 3 e 6 da levedura M12 foram utilizadas para esta

quantificação, a M12 não transformada seguiu como padrão a ser comparado

com os resultados obtidos nos clones transformados com o gene rtGH, os

resultados obtidos encontra-se na tabela 4, em que é possível observar que as
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colônias recombinantes possuem cerca do dobro de proteínas totais em mg/mL

se comparadas com a levedura M12 não transformada.

Tabela 4: Valores de proteínas totais obtidos em espectrofotômetro utilizando o

método de Bradford.

Abs1 Abs2 Média mg/mL

E1 0,339 0,366 0,353 10,44

E2 0,425 0,432 0,428 12,70

M12 0,172 0,161 0,166 4,93

4.9 Análise da expressão endógena do rtGH em Pichia pastoris

As colônias 3 e 6 que foram positivas para PCR com o par de primer

pPGK-GH foram selecionadas para análise de suas proteínas por SDS-PAGE

(Figura 17) da expressão intracelular do hormônio do crescimento

recombinante do tambaqui em P. pastoris. Nas colônias recombinantes

pode-se visualizar uma banda de aproximadamente 22 kDa, que

corresponderia a massa molecular esperada do GH (RANKE et al., 2018),

porém como a levedura tem milhares de proteínas, somente por esse gel não é

possível de confirmar ser a proteína o rtGH. Além disso não foi possível

identificar a proteína GFP pela sua fluorescência na fração solúvel, quando a

amostra foi aplicada no gel sem ferver antes, isso indica que se houve

expressão da proteína controle ela ocorreu em baixos níveis, ou a GFP ficou na

fração insolúvel. A baixa expressão da GFP no controle negativo também foi

verificada, irradiando-se a cultura com luz negra e também observando o gel

em transluminador (filtro 300 nm).

Em alguns estudos de expressão de hormônio de crescimento

recombinante é visualizada uma banda de 23 kDa, isso pode acontecer em

decorrência de possível glicosilação da proteína no decorrer de

processamentos pós-traducionais na via secretória, em um trabalho realizado
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por Sekine e colaboradores (1985), foram identificadas dois potenciais sítios de

N-glicosilação (Asn-Xaa-Ser ou Asn-Xaa-Thr) na estrutura do hormônio do

crescimento do salmão (Oncorhynchus keta), no entanto sabe-se que a

presença dessas sequências é uma condição necessária, mas não suficiente

para a glicosilação na estrutura do hormônio de crescimento (SADALLA-PINTO

2012), apesar de não ter sido observada alteração significativa em relação a

kDa do rtGH expresso neste estudo, sabe-se que esses sítios potenciais de

glicosilação estão presentes na sequência de aminoácidos do tGH.

Figura 17: Análise eletroforética de proteínas em gel SDS-PAGE 15% corado com
cromassie Poço 1 - marcador molecular Thermo Fisher Spectro-multicolor Broad
Range Protein Ladder; Poço 2 - M12 transformada com pKld-GFP controle negativo
fração solúvel não fervida; Poço 3 - M12 transformada com pKld-GFP controle
negativo fração solúvel fervida; Poço 4 - M12 transformada com pKld-GFP controle
negativo fração insolúvel; Poço 5 - M12 transformada com vetor pKld-rtGHe1 fração
solúvel fervida; Poço 6 - M12 transformada com vetor pKld-rtGHe1 fração insolúvel
fervida; Poço 7 - M12 transformada com vetor pKld-rtGHe2 fração solúvel fervida;
Poço 8 - M12 transformada com vetor pKld-rtGHe2 fração insolúvel fervida.

4.10 Análise da Expressão do rtGH por Dot blotting

Ensaios imunoenzimáticos são sistemas de detecção/ mensuração de

anticorpos ou antígenos em fluidos biológicos utilizando atividade enzimática

como amplificação/repórter de reação (BASTOS, 2015), ocorrendo a mudança
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de coloração indicando os resultados positivos devido à ação da enzima sobre

o substrato cromogênico.

Para confirmar se a P. pastoris transformada com o vetor pKld-rtGH

produz o hormônio do crescimento utilizou-se do método de imunodot com

anticorpos anti- HIS6 (Figura 18). Como controle positivo foi utilizada a proteína

N (N cov 1) do vírus SARS CoV 2 em diferentes concentrações e quantidades,

de 1 uL, 2 uL, 3 uL, 4 uL e 5 uL, observa-se que a quantidade de 3 uL e 4 uL

das amostras E2- 0,9 mg/mL; E2- 0,4 mg/mL e Ncov1 - 0,4 mg/mL são as que

apresentam coloração mais intensa, resultado da maior conversão do substrato

cromogênico. Quando as manchas obtidas nos controles positivos foram

comparadas às da amostra de E2 observamos a diferença na coloração, em E2

a coloração é bem menos intensa, isso deve-se em princípio ao rtGH estar em

baixa concentração, sem deixar de considerar que o fato de não estar

purificado o rtGH (extrato celular), e que as contaminações poderiam interferir

na reação enzimática e na coloração resultante (ARAGÃO, 2007).

Comparando-se as raias E1 com E2, não é possível identificar-se reação

(cor) na raia E1 e isso se deve ao fato do gene do rtGH clonado no plasmídeo

pKld-rtGHe1 não ter a região codificadora da cauda de HIS6, por outro lado a

coloração na raia E2 mesmo sendo fraca indica uma reação específica com

anticorpo anti-6xHis nas proteínas expressas pelo clone recombinante

contendo o plasmídeo pKld-rtGHe2, confirmando a presença do hormônio de

crescimento recombinante de tambaqui nesse clone de levedura.
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Figura 18: Fotografia da membrana de nitrocelulose após reação imunoquímica com
anticorpos anti-HIS6. As amostras da raia E1 contém proteínas da levedura contendo o
plasmídeo pKld-rtGHe1, as amostras da raia E2 contém proteínas da levedura
contendo o plasmídeo pKld-rtGHe2. A raia NCov1 contém a proteína N do SASRS
CoV usada como controle positivo da reação.

4.11 Análise da Expressão do rtGH por Western Blotting

O Dot Blotting foi realizado com anticorpo anti-histidina, as manchas

obtidas, mesmo que fracas, indicam a presença do rtGH no clone portador do

plasmídeo pKld-rtGHe2. Na técnica de Western Blotting (Figura 19) houve a

detecção da presença de uma banda bem pouco intensa referente a amostra

E2 de tamanho aproximado a 22 KDa (vide a seta na Figura 20), que contém

proteínas da colônia transformada com o plasmídeo pKld-rtGHe2 rtGH portador

da região codificadora de his tag (HIS6) o que indica e expressão em baixo

nível do rtGH nesse clone de levedura. Essa indicação é reforçada pelo fato

dessa fraca banda não poder ser identificada no clone cujo gene do rtGH não

tem a sequência codificadora de HIS6, ou seja, o clone transformado com o

plasmídeo pKld-rtGHe1.
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Figura 19: Fotografia do gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% réplica do usado na
transferência para a membrana de imunodetecção. 1 - Marcador Molecular Thermo
Fisher Spectro-multicolor Broad Range Protein Ladder. Canaleta 2 - extrato de M12
transformada com vetor pKld-rtGHe1; Canaleta 3 - extrato de M12 transformada com
vetor pKld-rtGHe2; Canaleta 4 - extrato de Pichia pastoris M12 não transformada;
Canaleta 5 - proteína N de orthohantavirus - cepa amazônica; Canaleta 6 - proteína N
de orthohantavirus - cepa andina; Canaleta 7 - proteína N do SARS CoV 2.

Figura 20: Imunodetecção do hormônio de crescimento recombinante do tambaqui
(rtGH) por Western Blot. Canaleta 1 - Marcador Molecular; Canaleta 2 - extrato de M12
transformada com vetor pKld-rtGHe1; Canaleta 3 - extrato de M12 transformada com
vetor pKld-rtGHe2; Canaleta 4 - extrato de P. pastoris M12 não transformada; Canaleta
5 - proteína N de orthohantavirus - cepa amazônica; Canaleta 6 - proteína N de
orthohantavirus - cepa andina; Canaleta 7 - proteína N do SARS CoV 2.
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O promotor PGK é considerado um dos promotores constitutivos de

força média em P. pastoris, apesar da utilização deste promotor neste trabalho,

a expressão da proteína de interesse ocorreu em baixos níveis, isso pode ser

devido:

- Às variáveis como o tempo de incubação e crescimento, tipo e

disponibilidade da fonte de carbono, aeração, pH do meio, dentre outros fatores

que influenciam positiva ou negativamente a produção de proteínas, a

otimização do processo de produção da proteína seria necessária para a

obtenção em maiores níveis do produto de interesse; ou

- Às estruturas moleculares dos plasmídeos pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2

não serem compatíveis com expressão em altos níveis devido a um ou mais

desses fatores: o promotor nesse contexto não funcionar bem, a região 5’ não

traduzida do mRNA não estar otimizada, houver estruturas secundárias no

mRNA que estejam atrapalhando a tradução, a região 3’ não traduzida não

estar funcionando adequadamente.

- A inclusão de apenas parte da região consenso da sequência Kozak de

S. cerevisiae na construção genética, pode não ter sido o suficiente para uma

maior expressão do hormônio. Para melhorar a expressão poder-se-ia

identificar a própria região concenso Kozak da P. pastoris, a partir da sequência

do genoma dessa levedura, e introduzir a sequência consensual nas

construções genéticas apresentadas nessa dissertação.

Essas possibilidades levantadas a respeito da não expressão do rtGH

em altos níveis deverão ser testadas, dando continuidade a esse trabalho no

futuro.
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5. CONCLUSÃO

Os resultados do presente trabalho de pesquisa demonstram que, embora

todas as etapas de clonagem tenham ocorrido adequadamente como apresentado,

os clones recombinantes de leveduras transformados geneticamente com os

plasmídeos pKld-rtGHe1 e pKld-rtGHe2 não foram capazes de expressar rtGH em

níveis que permitam suas utilizações para o propósito deste trabalho, que seria de

enriquecer rações de peixes, em especial o tambaqui com rtGH para um

crescimento mais vigoroso e rápido.
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6. PERSPECTIVAS

● Otimização do meio de cultivo e do processo fermentativo para obtenção do

rtGH em altos níveis;

● Analisar o número de cópias do cassete de expressão que estão integradas

nos clones de leveduras recombinantes;

● Testar em que nível a expressão da sequência codificadora do rtGH está

sendo prejudicada (transcrição, tradução – em suas diversas etapas)

● Construir um clone de P. pastoris “super-produtor” endógeno de rtGH.
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ANEXO A

Protocolo de Extração de DNA de Levedura (Adaptado)

1.Crescer as leveduras em 5mL de meio YPD a 30°C por aproximadamente 48

horas.

2.Centrifugar as células por 5 minutos a 12000 rpm em temperatura ambiente

20°C.

3.Adicionar 250 uL de tampão TM.

4.Adicionar 20uL de Lysing Trichoderma, incubar a 37°C por 30 min, 1 ou 2

horas (obtivemos bons resultados com 2h para Pichia).

5.Adicionar 25uL de SDS 10% misturar bem (manualmente).

6.Extrair com fenol (1V), verter bem, centrifugar por 5 minutos a 4000 rpm

passar sobrenadante para tubo novo de 1,5.

7.Adicionar 295 uL de clorofórmio e agitar bem manualmente por 2 minutos.

8.Centrifugar a 12000 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente (TA).

9.Recuperar o sobrenadante e adicionar 2,5V de etanol 100% (gelado),

misturar bem.

10.Incubar a -20°C por 10 minutos.

11.Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos temperatura ambiente (TA).

12.Descartar o sobrenadante e lavar o pellet de DNA com 600 uL de etanol

70%

(gelado).

13.Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos em TA, descartar o sobrenadante.

14.Deixar o pellet secar bem em Temperatura Ambiente.

15.Ressuspender o DNA em 50 uL de tampão R.

16.Adicionar 1uL de RNAse e incubar por 30 minutos a 37°C.

17. Fazer análise em gel de agarose.

Soluções:

Tampão TM
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50 mM NaCl

50 mM de EDTA pH 7,5 ou 8,0

10mM Tris-HCl pH 8,0

Tampão R

10mM Tris-HCl pH 8,0

EDTA 0,1 mM

Lysing Trichoderma

Enzimas de lise de Trichoderma harzianum

Contém atividades β-glucanase, celulase, protease e quitinase
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ANEXO B

rtGH

GAC GGA TCC ATC GAA ACG ATG TCT GAG AAC CAA AGA TTG TTC AAC
AAC GCT GTC ATT AGA GTT CAA CAC TTG CAT CAA TTA GCT GCC AAG
ATG ATC ACT GAC TTC GAA GAG TCT CTG TTG CCA GAA GAG AGA AGA
CAA TTG TCC AAG ATT TTC CCA CTG TCT TTC TGT AAC TCT GAC TCC
ATC GAA GCT CCA ACT GGA AAG GAT GAG ACT CAA AAG TCT TCC GTT
TTG AAA CTT CTG CAT ATC TCT TAC AGA CTG ATT GAG TCC TGG GAG
TAC CCA TCC AGA ATC TTG GGT AAC CCA AAC CAA ATC ACT GAA AAG
TTG GCT GAC TTG AAA GTT GGT ATC TCT GTC TTG ATC AAG GGT TGT
TTG GAT GGA CAG CCA AAC ATG GAC GAC AAC GAA TCT TTG CCA CTT
CCT TTT GAA GAC TTC TAC CAA ACT TTG GGA GAT GGT AAC TTG AGA
AAG TCT TTC AGA TTG CTT GCT TGT TTC AAG AAA GAT ATG CAT AAG
GTT GAA ACT TAC TTG AGA GTT GCT AAC TGT AGA AGA TCC TTG GAC
TCC AAC TGT ACT TTG CAT CAC CAT CAC CAT CAC TAA TTG AGT AGG
CGG CCG CGG ATC CAG

Primer E1
forward: GAC GGA TCC ATC GAA ACG ATG TCT GAG AAC CAA AGA TTG
TTC AAC
reverse: ’ GTC AGC GGC CGC TTA CAA AGT ACA GTT GGA GTC CAAG 3’

Primer E2
forward: GAC GGA TCC ATC GAA ACG ATG TCT GAG AAC CAA AGA TTG
TTC AAC 3’
reverse: 5’ GAT CCG CGG CCG CCT ACTC 3’

XXX Sítio enzimático BamHI
XXX Sítio enzimático NotI
XXX Sequência consenso de Kozak
XXX Região de homologia dos primer E1 e E2 forward
XXX Região de homologia do primer E1 reverse
XXX Região de homologia do primer E2 reverse
XXX Stop códon
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ANEXO C

Quadro mostrando a expressão heteróloga de GH de diversas espécies

de peixes.

Sistema de expressão Espécie Referência

Escherichia coli e outras
bactérias

“chum salmon” Oncorhynchus keta Sekine et al. (1985)
“rainbow trout” Salmo gairdneri Agellon & Chen (1986); Tsai &

Tseng (1992); Agellon et. al,
1988b; Rentier-Delrue et al.
(1989b)

“japanese eel” Anguillajaponica 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
“striped bass” Morone saxatilis

Fine et al. (1993); Bai et al. (1999)
Cheng et al., 1995

“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. (2002)
“mrigal” Cirrhina mrigala e “catla” Catla
catla

Venugopal & Pandian (2002)

“giant catfish” Pangasianodon gigas Promdonkoy et al. (2004)

“tambaqui” Colossoma macropomum Silva, (2012)
“yellowfin porgy” Acanthopagrus latus Tsai et al. (1994a, 1995, 1997)
“flounder” Paralichtys olivaceus Jeh et al., (1998)
“rabbitfish” Siganus guttatus
“pejerrey” Odontesthes bonariensis

Funkenstein et al. (2005)
Arranz et al., (2008)

“rainbow trout” Salmo gairdneri Agellon et al., (2011)

“tubarão-iridescente”Pangasianodon
hypophthalmus

Megarajan et al., (2015)

“garoupa-gigante”Epinephelus
lanceolatus

Chung et al., (2015)

“tilápia” Oreochromis hornorum Alan et al., (2016)

Saccharomyces
cerevisiae

“tuna” Thunnus thynnus Hayami, (1989)
“carpa” Hypophthalmichthys molitrix Monteiro, (2011)

“rainbow trout” Salmo gairdneri Tsai et al., (1994); Ma et al.,
(1999); Jin et al., (1999)

“giant catfish” Pangasianodon gigas Piyaviriyakul et al., (2002)

Pichia pastoris Lateolabrox japonicas Chen et al., (1998)

“common carp” Cyprinus carpio Li et al., (2001); (2003)
“grass carp” Ctenopharyngodon idellus Wang et al., (2003)
“tilapia” Oreochromis sp. Acosta et al., (2007)

“carpa” Hypophthalmichthys molitrix Monteiro, (2011)

“tambaqui” Colossoma macropomum Sadalla-Pinto, (2012)

“esturjão-branco” Huso huso Pormehr  and Pourkazemi (2015)

Insetos/Baculovírus “grass carp” Ctenopharyngodon idellus Ho et al., (1998)
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“yellowfin porgy” Acanthopagrus latus Tsai et al., (1994)

Algas “yellowfin porgy” Acanthopagrus latus Chen et al., (2008)

“flounder” Paralichthys olivaceus Liu et al., (2008)

Fonte: Sadalla-Pinto, (2012) *o quadro foi atualizado.
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