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RESUMO

A expressdo heteréloga do horménio de crescimento recombinante de tambaqui (rtGH),
Colossoma macropomum, na levedura metilotréfica Pichia pastoris aponta a perspectiva de
geracdo de um produto biotecnoldgico inovador para a piscicultura brasileira, em especial
para o cultivo do tambaqui. Nessa perspectiva, esta pesquisa teve por objetivo avaliar o
potencial de expressdo do rtGH na levedura P. pastoris, em sistema de frascos agitados e em
biorreator. Inicialmente foi realizada uma selecdo dos clones transformantes de P. pastoris
com capacidade de produzir os melhores niveis de rtGH, levendo em consideracao o fenotipo.
Para melhorar o nivel de expressdo do rtGH em sistema de frascos agitados, foram utilizadas
as ferramentas estatisticas de planejamento experimental fatorial. Primeiramente, um
screening design baseado no delineamento Plackett e Burman foi utilizado para selecdo dos
pardmetros mais significativos relacionados & producdo de rtGH e biomassa: extrato de
levedura, peptona, ureia, tampdo fosfato, biotina, metanol, indculo e pH. Posteriormente, 0s
parametros selecionados, metanol e peptona, foram avaliados em DCCR e analisados por
meio da metodologia de superficie de resposta. Por fim, foi realizada uma fermentacéo
conduzida em batelada alimentada por pulsos de metanol e o perfil cinético de producdo do
rtGH determinado. Os resultados obtidos indicaram o clone 32b, fen6tipo Mut®, como o mais
produtivo. O metanol foi apontado como o pardmetro mais importante para a producdo do
rtGH, seguido da peptona, biotina e inéculo. Em relacdo a formagdo de biomassa, o metanol,
extrato de levedura e tampéo fosfato foram os parametros mais importantes. De acordo com 0
modelo obtido, as concentracdes de 1,55 % de metanol e 2,8% de peptona foram consideradas
Otimas para producdo do rtGH. O modelo foi validado com aumento da producédo de rtGH de
0,3 mg/L para 2,4 mg/L na condicdo otimizada. A fermentacdo em biorreator, conduzida em
batelada alimentada por pulsos de metanol, resultou num nivel de producéo de rtGH de 250
mg/L, aproximadamente 100 vezes superior ao obtido em frascos agitados. Esta pesquisa foi
pioneira no desenvolvimento de estratégias de otimizacdo da producdo do rtGH em P.
pastoris utilizando frascos agitados e biorreator.

Palavras-chave: hormonio de crescimento, tambaqui, expressao heteréloga, frascos agitados,

biorreator.



ABSTRACT

The heterologous expression of recombinant growth hormone of tambaqui (rtGH), Colossoma
macropomum, in the methylotrophic yeast Pichia pastoris points to the prospect of generating
an innovative biotechnological product for Brazilian fish farming, especially for the
cultivation of tambaqui. In this perspective, this research aimed to evaluate the potential of
rtGH expression in yeast P. pastoris, in shaken flasks and in bioreactor. Initially, a selection
of the transforming clones of P. pastoris with the capacity to produce the best rtGH levels
was carried out, taking into account the phenotype. In order to improve the level of rtGH
expression in the shaken flasks system, the statistical tools of factorial experimental planning
were used. First, a screening design based on the Plackett and Burman design was used to
select the most significant parameters related to the production of rtGH and biomass: yeast
extract, peptone, urea, phosphate buffer, biotin, methanol, inoculum and pH. Subsequently,
the selected parameters, methanol and peptone, were evaluated in DCCR and analyzed using
the response surface methodology. Finally, a fermentation was carried out in batch fed by
pulses of methanol and the kinetic profile of the determined rtGH production. The results
indicated clone 32b, Mut™ phenotype, as the most productive. Methanol was identified as the
most important parameter for rtGH production, followed by peptone, biotin and inoculum. In
relation to biomass formation, methanol, yeast extract and phosphate buffer were the most
important parameters. According to the obtained model, the concentrations of 1.55%
methanol and 2.8% peptone were considered optimal for rtGH production. The model was
validated with increased rtGH production from 0.3 mg / L to 2.4 mg / L in the optimized
condition. Bioreactor fermentation conducted in batch pulsed methanol resulted in a rtGH
production level of 250 mg / L, approximately 100 times greater than that obtained in shaken
flasks. This research pioneered the development of optimization strategies for rtGH
production in P. pastoris using shaken flasks and bioreactor.

Keywords: growth hormone, tambaqui, heterologous expression, shaken flasks, bioreactor.
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1. INTRODUCAO

Pesquisas voltadas para a compreensdo das caracteristicas ecolégicas, fisioldgicas e de
manejo das muitas especies de peixes nativas do Brasil tém contribuido para o conhecimento
atual sobre o potencial das mesmas para a piscicultura. Além desses estudos, outros temas de
pesquisas considerados prioritarios, nas areas de sistemas de producdo aquicola, nutricdo,
profilaxia, sanidade, reproducdo, larvicultura, melhoramento genético, tratamento pods-
colheita, qualidade da agua, tratamento de efluentes, bioecologia e transporte de organismos
aquaticos tém alavancado a busca de solucdes tecnoldgicas para promover a competitividade
e a sustentabilidade da aquicultura nacional e regional (Amazonia Ocidental) (Queiroz et al.,
2002; Izel et al., 2013a).

Todos esses enfoques, bem como a realizacdo de experimentacfes zootécnicas com
foco no melhoramento do desempenho produtivo de peixes, tém agregado progressos na
piscicultura e edificado as bases cientificas para o desenvolvimento de pacotes tecnolégicos
para melhoramento produtivo das muitas espécies de peixes nativas atualmente utilizadas na
piscicultura brasileira (Melo et al., 2001; Queiroz et al., 2002; Pereira-Filho et al., 2003; Izel
& Melo, 2004; Fim et al., 2009; Izel et al., 2013Db).

H& décadas a Biotecnologia tem contribuido para a melhoria das plataformas
tecnoldgicas de varias areas do conhecimento humano, como nas ciéncias biomédicas,
agricultura e industria farmacéutica. Com o avanco de cada plataforma tecnolégica, novas
ondas de atividade de pesquisa séo criadas, assim como novas fronteiras de conhecimento e
oportunidades de negdcios na industria biotecnoldgica (Hew & Fletcher, 2001).

Dentre as plataformas biotecnoldgicas importantes para a aquicultura, destacam-se (1)
tecnologias de expressdo heterologa; (2) analises de microssatélites, polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricio — RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e locos de caracteres quantitativos — QTL (Quantitative Trait Loci); (3)
mapeamento genético e gendmica; (4) vacinas de DNA; (5) chips de DNA; (6) protedmica;
(7) tecnologia transgénica e tecnologia de células-tronco embrionérias (Hew & Fletcher,
2001). Na aquicultura, as implicacbes praticas destas plataformas podem ser observadas no
melhoramento do crescimento, das matrizes, da resisténcia aos estressores ambientais e
patogénicos, do controle reproducional, na redugéo dos custos de producgdo, bem como no
desenvolvimento de novos e/ou melhores produtos (Melamed et al., 2002).

Com o progresso e expansao da plataforma biotecnologica de expressao heterdloga, as
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pesquisas voltadas a busca, clonagem e expressdo de genes codificadores de proteinas
associadas a importantes processos fisioldgicos e caracteristicas economicamente vantajosas
tém acrescentado novas abordagens técnicas e tecnoldgicas nos modelos tradicionalmente
empregados no cultivo de organismos aquéticos, sinalizando o inicio de uma nova fase para a
aquicultura nacional, colocando a Biotecnologia Aquéatica como area propulsora de inovacées
e desenvolvimento de tecnologias voltadas para a produtividade desses organismos.

Em nivel mundial, observa-se uma tendéncia cada vez maior na aquicultura para
utilizagdo de produtos oriundos de plataformas biotecnoldgicas, sejam produtos
recombinantes ou organismos geneticamente modificados. No ano de 2016, nos Estados
Unidos, a agéncia reguladora de drogas e alimentos — FDA (Food and Drug Administration),
apos rigorosa averiguacdo cientifica, liberou para consumo humano o primeiro animal
transgénico: um salmdo produzido pela empresa americana de biotecnologia aquaética
AquaBounty Technologies. Este salmdo transgénico, engenheirado com um gene adicional do
horménio de crescimento, possui a capacidade de crescimento cerca de duas vezes mais
rapido do que os espécimes selvagens. Ao invés de trés anos 0 peixe geneticamente
modificado precisa de apenas dezoito meses para alcancar o tamanho comercial. Em termos
de mercado, tal desenvolvimento biotecnoldgico representa inimeras vantagens competitivas,
como a economia de tempo, energia e racdo no processo produtivo (Waltz, 2016).

No cenario amazénico, sabe-se que 0 peixe € um dos recursos naturais mais
abundantes e consumidos na regido (Suframa, 2003; Batista et al., 2007) e que dentre as
varias espécies que podem ser utilizadas na piscicultura, o tambaqui (Colossoma
macropomum) vem ganhando cada vez mais destaque por ser uma das espécies de peixe
tradicionalmente mais apreciadas na culinaria amazénica (Araujo-Lima & Goulding, 1998).
Além disso, por reunir caracteristicas que o tornam apropriado a piscicultura, tais como a facil
obtencdo de alevinos, bom potencial de crescimento, produtividade e rusticidade
(Woynarovich, 1986; Aradjo-Lima & Goulding, 1998), o tambaqui vem sendo a espécie
nativa mais produzida no Brasil.

Segundo dados do IBGE (2016), a producdo de tambaqui foi responsavel por
aproximadamente 27 % (136.991,48 toneladas) da producdo da aquicultura continental
nacional (508.256,14 toneladas), ficando atras somente da producéo de tilapia (Oreochromis
sp.), espécie exotica que representou 47 % (239.090,9 toneladas) da producdo de pescado
nessa modalidade. Esses numeros mostram um crescimento expressivo na producdo de
tambaqui, passando de 54.313,1 toneladas em 2010 para 136.991,48 toneladas em 2016.
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Em relacéo ao estado do Amazonas, a despeito de ser o estado brasileiro com 0 maior
potencial natural para o desenvolvimento da aquicultura continental, decorrente da grande
extensdo territorial recoberta pela bacia hidrografica amazénica, o0 mesmo ainda ndo alcangou
um lugar de destaque no ranking nacional da producdo de tambaqui. De acordo com o IBGE,
em 2016, a producdo de tambaqui no Amazonas foi de 13.438,442 toneladas, cerca de 7,2
vezes inferior a producao alcancada por Rondénia (69.625,326 toneladas), por exemplo. Além
de ndo suprir a demanda interna de consumo da populacdo amazonense, cujo habito de
consumo de pescado € um dos maiores do mundo, esta baixa produtividade coloca o
Amazonas na condicdo de mercado consumidor de pescado produzido em outros estados.
Destaca-se que somente na cidade de Manaus, 0 consumo per capita fica entre 100 e 200
g/dia, o que equivale de 36 a 72 kg/ano, colocando Manaus como o maior centro consumidor
de pescado do Brasil e do mundo, cujas médias per capita sdo de 9,75 kg/ano e 16 kg/ano,
respectivamente (Ferreira, 2009; lzel et al., 2013a)

Neste cenario de desenvolvimento da piscicultura brasileira, com o aumento da
producdo de espécies nativas, torna-se expoente a necessidade da realizacdo de pesquisas
voltadas para desenvolvimento e inovagdo de processos e produtos capazes de incrementar a
produtividade dessas espécies. Assim, destaca-se a importancia de estudos que visam
melhorar a resisténcia e/ou tratamentos a doencas ou fatores ambientais, diminuir o tempo de
maturacao sexual de matrizes, melhorar os métodos de reproducdo, bem como robustecer o
desempenho zootécnico durante o cultivo.

Sabe-se que nos vertebrados, um gene cujo produto estd envolvido em uma cadeia de
processos fisioldgicos interessantes para fins biotecnoldgicos € o gene codificador do
horménio de crescimento (GH). Nos estudos ictiolégicos de cunho biotecnoldgico, a
caracterizagdo molecular e a expressdo heter6loga deste gene tém sido objeto de extensas
pesquisas objetivando aplicacfes em estudos genéticos, fisioldgicos e na piscicultura (Tsai et
al., 1997; Venugopal et al., 2002a; Funkenstein et al., 2006; Acosta et al., 2007, 2009; Souza
etal., 2016).

O sucesso da expressao heterdloga de GHs de varias espécies de peixes, por meio das
técnicas moleculares da Engenharia Genética, vem abrindo novos caminhos para a realizagdo
de pesquisas voltadas para a investigacdo da viabilidade de utilizacdo desses produtos
biotecnoldgicos na piscicultura. Para chegar a um produto com potencial mercadolégico, os
primeiros passos séo os estudos voltados para a maximizagdo dos bioprocessos de producéo,
seguidos dos estudos sobre os efeitos fisioldgicos e zootécnicos de GHs nos peixes utilizados
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na piscicultura.

A maioria das descri¢des a respeito da identificacdo e expressao heteréloga de GHs de
peixes € resultado de pesquisas com espécies de origem europeia e de paises como a China e a
india. Embora a bacia amazonica seja o berco da maior biodiversidade de peixes do planeta
(Barthem & Fabré, 2003; Buckup et al., 2007), o tambaqui tem sido, até o presente, a Unica
especie de peixe nativa contemplada com pesquisas sobre o gene codificador do GH. A nivel
de Brasil, o pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie nativa do Pantanal, teve o cDNA do GH
isolado, sequenciado e filogeneticamente analisado por Pinheiro e colaboradores (2008),
sendo a expressdo heterdloga, até o presente, ainda ndo relatada na literatura.

No ano de 2009, a sequéncia do gene codificador do GH de tambaqui foi identificada
(Souza, 2009). Nos anos seguintes, a sequéncia deste gene foi otimizada com os cddons
preferenciais utilizados para as hospedeiras Escherichia coli e Pichia pastoris, sendo o horménio
de crescimento recombinante de tambaqui (rtGH) expresso com sucesso nestes sistemas de
expressao heterologa (Silva, 2012; Sadalla-Pinto et al., 2014). Atualmente, a sequéncia
nucleotidica do rtGH esta depositada no GenBank (Souza et al., 2016).

Considerando o sucesso das etapas de identificacdo e expressdo heteréloga do rtGH, o
foco desta pesquisa foi avaliar o potencial de expressdo do rtGH na levedura P. pastoris,
utilizando-se sistemas de frascos agitados e biorreator, levando em consideracdo o
melhoramento produtivo da proteina recombinante. Esta € uma etapa fundamental para o
desenvolvimento de um novo produto biotecnolégico com potencial de utilizagdo no

melhoramento da produtividade do tambaqui em cativeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial de expressdo do horménio de crescimento recombinante de

tambaqui (rtGH) na levedura Pichia pastoris, em sistema de frascos agitados e biorreator.

2.2 Especificos

>

o
25

Otimizar a expressao do rtGH em sistema de frascos agitados.

>

X/
*

Produzir o rtGH em biorreator.

L)

X Comparar o nivel de producdo do rtGH obtida em frascos agitados nas

condicdes otimizadas com o nivel de producao obtida em biorreator.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Hormonio de crescimento: fisiologia e estrutura

O horménio de crescimento (GH) foi, depois da insulina, o segundo produto
biotecnoldgico produzido pelas técnicas moleculares de engenharia genética. Este produto foi
desenvolvido e inicialmente comercializado pela empresa Genentech, sendo usado
clinicamente para o tratamento de distarbios 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: estudos fisiologicos de
animais aquaticos, na pecuaria e piscicultura.

Em termos fisiologicos, 0 GH é uma proteina pluripotente produzida pela porcéo
anterior — adenoipofise — da glandula pituitaria dos vertebrados. No geral, a atividade
bioldgica do GH ndo esta restrita & promocdo do crescimento por hiperplasia e hipertrofia,
mas participa de outros processos fisioldgicos que vao desde o desenvolvimento ontogenético,
passando pelo metabolismo energético, até a homeostase organica. Em peixes, este horménio
participa de quase todos os principais processos fisiolégicos do corpo. Sua acgdo inclui a
regulacdao dos ions e lipidios, balangco osmotico, metabolismo dos carboidratos e proteinas,
crescimento dos tecidos moles e esqueléticos, reproducdo, funcdes imunes, mobilizacdo de
energia, desenvolvimento gonadal, apetite e comportamento social (figura 1) (Bjérnsson,
1997; Canosa, et al., 2007; Yousefian & Shirzad, 2011; Costa et al., 2016).
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Figura 1. Representacdo de algumas das muitas funcdes fisioldgicas afetadas direta ou
indiretamente pelo GH, por meio do fator de crescimento semelhante a insulina, IGF (insulin-
like growth factor) em peixes.

Fonte: Bjornsson (1997) com modificacdes.
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Por apresentar estrutura molecular bem conservada, 0 GH tem revelado um padréo
similar de atuacdo nos diferentes grupos de vertebrados. Sua secrecdo é regulada por meio de
um complexo sistema de controle neuroenddcrino constituido principalmente por dois
reguladores hipotalamicos, o horménio liberador do GH (GHRH - growth hormone release
hormone) e a somatostatina, os quais exibem influéncia estimulétoria e inibitdria,
respectivamente, sobre as células somatotrépicas da glandula pituitaria (Bideci & Camurdan,
2009).

O GHRH ¢ o estimulador fisiologico da sintese e liberacdo do GH. A somatostatina
atua na regulacdo dos pulsos de secrec¢do, por isso é considerada o principal modulador da
liberacdo do GH pela glandula pituitaria (Maller et al., 1999; Bideci & Camurdan, 2009). Em
humanos, a liberacdo de GH no plasma também pode ser estimulada por hipoglicemia,
exercicios fisicos, certos aminoécidos 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).

Em relacdo a atuacdo no organismo, o GH inicia sua acdo biologica ligando-se as
proteinas receptoras de GHs (GHRs) existentes na membrana das células dos tecidos alvos,
induzindo a ocorréncia de uma cascata de fosforilacdo e expressdao génica (Rousseau &
Dufour, 2007). Esses receptores estdo presentes em muitos tecidos incluindo os musculos, o
tecido adiposo, 0s 0ssos e o0s rins (Yousefian & Shirzad, 2011). A presenca de GHRs nos
masculos e no tecido adiposo reflete a importancia do GH na promog¢do do crescimento e
homeostase energética (Peréz-Sanchez, 2000).

A interacdo 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 hormonio insulina. Em
experimentos, tanto in vivo quanto in vitro, j& foram observados que a alimentacdo e a
insulina também atuam positivamente sobre a expressdo do IGF | no figado, acentuando o
efeito estimulatério do GH (Duan & Plisetskaya, 1993; Peréz-Sanchez et al., 1995).

Os IGFs tém a funcdo 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 circulacdo e nos fluidos extracelulares encontram-se ligados com alta
afinidade a uma familia de proteinas de ligacdo, as IGFBPs (IGF binding proteins). O
complexo IGF/IGFBP na circulagdo pode prolongar a meia-vida dos IGFs de 12 a 15 horas
em comparagdo com os 10 a 12 minutos dos IGFs livres (Guler et al., 1989) e tamponar 0s
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possiveis efeitos agudos hipoglicémicos causados por altas concentragdes de IGFs livres
(Duan, 1997).

Em ratos, o IGF Il é expresso predominantemente durante o estagio fetal em varios
tecidos. Ja 0 IGF | é expresso em uma ampla variedade de tecidos durante os estagios fetal e
pos-natal. Logo apds o nascimento, o figado torna-se o principal local de producdo endécrina
do IGF I. Esse padrdo de expressdo parece estar conservado em peixes teleosteos (Duan,
1997).

Em peixes, o IGF | estd envolvido em multiplos mecanismos de controle fisiolégico,
exercendo efeito regulatério sobre o crescimento, divisdo celular, adaptacdo, comportamento,
maturacao gonadal e gametogénese, metamorfose, entre outros. O IGF | também exerce efeito
de feedback negativo sobre a liberacdo do GH na hipofise, estimulando o hipotalamo a
secretar a somatostatina. Na figura 2 estd ilustrado o modelo de regulacdo enddcrina do

crescimento por meio do eixo GH/IGF | em peixes.

Sinais ambientais =—————p oI 010

Pituitaria

GH IGF I/IGFBPs

vt

Tecidos
alvos

Insulina [+ IGFBPs .
\ / Crescimento
+ +/-

Nutricao/Alimentacao

Figado Kl Clal K

Figura 2. 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 | atua como feedback negativo (-) sobre a
secrecdo do GH pela glandula pituitaria.
Fonte: Duan (1997) com modificacdes.

Em nivel molecular, 0 GH é uma proteina de 22-23 kDa e, em peixes teleosteos e
humanos, apresenta quatro residuos de cisteinas em posicdes altamente conservadas,
responsaveis pela formacdo de duas ligacbes dissulfeto essenciais a manutencdo da
integridade estrutural e atividade bioldgica da molécula. Muitos estudos de analise molecular

mostram que 0os cDNAs de GHs de peixes codificam um polipeptideo maduro com cerca de
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178-190 residuos de aminoacidos e um peptideo sinal de 17-22 residuos de aminoacidos
(Agellon & Chen, 1986; Saito et al., 1988; Venugopal et. al., 2002ab).

Em humanos, sdo conhecidas até cinco isoformas de GHs resultantes de diferentes
splicing alternativos e processamentos pds-traducionais. Essas isoformas possuem massa
molecular que varia de 20 a 26 kDa, sendo a isoforma de 22 kDa a mais produzida pela
glandula pituitaria (Ray et al., 1989). Também ha relatos da ocorréncia de um residuo
adicional de cisteina nos GHs de alguns Ciprinideos (“carpa cabeca grande”
Hypophthalmichthys nobilis, “carpa prateada” H. molitrix, “carpa capim” Ctenopharyngodon
idellus) (Chang et al., 1992).

Em conjunto com a prolactina, somatolactina e somatomamotropina (placental
lactogen), o GH compde uma familia de horménios pituitarios estrutural e funcionalmente
relacionados, cuja analise dos genes e da estrutura primaria da molécula proteica sugere a
evolugéo a partir de uma sequéncia ancestral comum (Moore et al., 1982; Chen et al., 1994).

Também tem sido demonstrada a existéncia de potenciais sitios de glicosilacdo Asn-
X-Ser/Thr (em que X pode ser qualquer aminoacido, exceto a prolina) na molécula do GH de
varias espécies de peixes, a exemplo do GH de “salmdo-cdo” (Oncorhynchus keta) (Sekine et
al., 1985), o que pode implicar na geracdo de diferentes isoformas da proteina apds o
processamento pos-traducional. Em relagdo ao GH humano, estudos ja demonstraram que o
GH secretado pela glandula pituitaria ndo é glicosilado, enquanto o GH secretado pela
placenta durante a gravidez é glicosilado (Ray et al., 1989; Frankenne et al., 1990).

Com relacdo a estrutura tridimensional do GH, Venugopal e colaboradores (2002b)
observaram que 0s GHs das trés espécies de carpas indianas “rohu” (Labeo rohita), “mrigal”
(Cirrhina mrigala) e “catla” (Catla catla), similar ao GH humano, apresentam estrutura
proteica globular constituida de quatro a-hélices antiparalelas e duas ligagcdes dissulfeto entre

as cadeias (figura 3).
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Figura 3. Modelos estruturais do GH em vertebrados. A esquerda: modelo molecular da
estrutura 3D do GH de Labeo rohita mostrando as quatro a-hélices antiparalelas. E a estrutura
tridimensional consenso para as moléculas de GHs. A direita: 0 GH humano com as duas
ligacOes dissulfeto entre as cadeias.

Fonte: Venugopal e colaboradores (2002b); Norman (1997) in Bayraktar (2009).

O GH tem sido amplamente utilizado em estudos endocrinolégicos, eficiéncia no
consumo alimentar, composicdo nutricional e crescimento de peixes. Visto que em condig¢oes
fisiologicas a quantidade endbgena do GH é extremamente baixa e sua disponibilidade é
limitada (Li et al., 2003), a expressdo heterologa € uma importante alternativa para producédo
exogena de maiores niveis deste hormoénio, o que pode viabilizar a realizacdo de estudos
voltados para a fisiologia e desempenho zootécnico das espécies de peixes utilizadas na
piscicultura. Entre as espécies utilizadas na piscicultura mundial, cuja expressdo heteréloga de
GH foi realizada com sucesso, estdo: carpa comum (Cyprinus carpio), “Indian major carps”
(Labeo rohita; Cirrhina mrigala; Catla catla), tilapia (Oreochromis sp), dourada (Sparus
aurata), “red sea bream” (Pagrus major), atum (Thunnus albacares), “barramundi” (Lates
calcarifer), salmao (Oncorhynchus kisutch), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), “turbot”
(Scophthalmus maximus), “flounder” (Paralichtys olivaceus), “striped bass” (Morone
saxatilis), “sea bass” (Lateolabrax japonicas) e enguia (Anguilla japonica) (Moriyama &
Kawauchi, 1990; Fine et al., 1993; Venugopal et. al., 2002ab; Funkenstein et al., 2006; Acosta
et al., 2007; Costa et al., 2016).

Em relacdo as espécies de peixes amazonicas ndo ha relatos da utilizacdo de GHs
recombinantes (rGH) de peixes em estudos fisiolégicos ou zootécnicos. O Unico relato

encontrado com este objetivo foi realizado com o tambaqui, o qual utilizou rGH bovino
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comercial (Paz, 2015). Apesar do cenario lacunoso, percebe-se um interesse crescente da
comunidade cientifica por este campo de estudo, o que pode ser observado por meio da
expansdo das pesquisas em Biologia Molecular em varios laboratdrios e centros de pesquisa
da Regido Norte.

Até o presente, o tambaqui vem sendo a Unica espécie amazo6nica contemplada com a
expressao heteréloga do GH, no entanto, ainda ha muitas questdes a serem investigadas, em
especial aquelas envolvendo as seguintes indagagdes: (a) quais o0s niveis de producao obtidos
nos sistemas de expressao heterdloga utilizados, eucarioto e/ou procarioto? (b) como esses
niveis podem ser melhorados? (c) quais os efeitos do rtGH sobre os peixes cultivados? (d) sua
utilizacdo na piscicultura é possivel/viavel?

Por fim, esses estudos consistem ndo s6 numa possibilidade de desenvolvimento e
inovacdo biotecnoldgica, mas, sobretudo, abrem as portas para 0 surgimento de novas

perspectivas na piscicultura brasileira cada vez mais articulada a Biotecnologia Aquatica.

3.2 O sistema de expressao Pichia pastoris

3.2.1 Caracteristicas gerais

Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica cujas caracteristicas genéticas e
fisiolégicas possibilitam usa-la como sistema de expressdo para proteinas heter6logas. Essa
levedura foi inicialmente desenvolvida como sistema hospedeiro para transformacdo com
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 aminoacido
histidina (His?), sendo incapaz de crescer em meio auxotrofico para esse aminoécido. A
transformacédo auxotrdfica baseia-se na restauracdo da mutacdo no gene his4 que codifica a
enzima histidinol desidrogenase, que é 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 auxotréfico. O gene lacZ (codificador da B-
galactosidase), fusionado num vetor contendo o fragmento do promotor AOX1, regulado por
metanol, foi o primeiro gene expresso nesta levedura (Tschopp et al., 1987).

Pelo fato de P. pastoris apresentar status GRAS, 0s primeiros estudos realizados na
década de 1970, pela empresa Phillips Petroleum Company (EUA), eram primordialmente

27



voltados a possibilidade de usa-la como fonte de proteina barata na alimentacdo animal.
Embora esse objetivo ndo tenha se concretizado, 0 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 et al., 1993). Desse modo, o cultivo de P. pastoris pode ser facilmente realizado em
todas as escalas, desde frascos até grandes fermentadores (Siegel & Brierley, 1989; Romanos,
1995), sendo util para produzir quantidades em miligramas até gramas de proteinas
heterdlogas, seja em laboratorios de pesquisas basicas ou em plataformas industriais.

Como a producdo de proteinas funcionais estd intimamente relacionada a maquinaria
celular do organismo hospedeiro (Macauley-Patrick et al., 2005), as células eucariéticas
dispdem de habilidades de processamento proteico ausentes em células procarioticas. Dessa
forma, o mérito de P. pastoris como sistema de expressao esta associado ao fato de a mesma
combinar caracteristicas importantes de organismos eucariotos e procariotos. Essas
caracteristicas incluem a facil manipulacdo genética e o rapido crescimento celular inerente
aos procariotos, com uma complexa maquinaria celular que possibilita as modifica¢bes pos-
traducionais tipicamente associadas aos eucariotos superiores, tais como 0 processamento da
sequéncia sinal, dobramento da proteina, formacdo de ligacbes dissulfeto e clivagem
proteolitica (Cregg et al., 1985, 1993, 2000).

Entre as caracteristicas vantajosas de P. pastoris como sistema de expressdo
heter6loga estdo: (a) a alta frequéncia de transformacdo por DNA heter6logo; (b) o uso de
vetores integrativos por complementacdo homologa diretamente no genoma celular, o que
acarreta maior estabilidade genética dos recombinantes; (c) os altos niveis de expressdo
proteica intra ou extracelular sob controle de promotores fortes e induziveis, como o promotor
AOX1 do gene da enzima alcool oxidase I; (d) possibilidade de secre¢do da proteina de
interesse e baixa producdo de proteinas enddgenas; (e) a disponibilidade de técnicas de
manipulacdo genética e fermentativa padronizadas, acompanhadas de uso comercial; e (f) as
modificagcbes pds-traducionais mais compativeis com as encontradas em eucariotos (Cregg et
al., 1993; Cereghino & Cregg 2000; Cereghino et al., 2002; Macauley-Patrick et al., 2005).
Proteinas ineficientemente expressas em bactérias, Saccharomyces cerevisiae ou células de
insetos/baculovirus tém sido produzidas com sucesso e na forma funcional em P. pastoris
(Cereghino et al., 2002).

A expressao de qualquer gene heter6logo em P. pastoris requer trés passos basicos: (a)
a insercdo do gene no vetor de expressao; (b) a introducdo do vetor de expressao no genoma
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da levedura; e (c) a examinacdo do potencial de expressdo do produto génico da linhagem
hospedeira (Cereghino & Cregg, 2000; Macauley-Patrick et al., 2005; Li et al., 2007).

3.2.2 Metabolismo do metanol e o promotor AOX1

Nas leveduras metilotroficas, o metanol € metabolizado como fonte de carbono
alternativa a glicose. A utilizacdo de metanol por P. pastoris requer uma nova via metabolica
com a presenga de algumas enzimas exclusivas desta via. O metanol € inicialmente oxidado
nos peroxissomos pela acdo da enzima alcool oxidase (AO), produzindo formaldeido e
perdxido de hidrogénio. O formaldeido gerado podera seguir duas vias metabolicas: geracao

de energia ou formacéo de constituintes celulares, conforme ilustrado na figura 4.
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Figura 4. Via metabdlica do metanol em P. pastoris. Enzimas da via: 1-alcool oxidase; 2-
catalase; 3-formaldeido desidrogenase; 4-formato desidrogenase; 5-diidroxiacetona sintase; 6-
diidroxiacetona cinase; 7-frutose 1,6-bifosfato aldolase; 8-frutose 1,6-bifosfatase.
Abreviacdes: GAP: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; DHA: dihidroxiacetona; DHAP:
dihidroxiacetona fosfato; FBP: frutose 1,6-bifosfato; F6P: frutose 6-fosfato; Xu5P: 5-fosfato
de xilulose.

Fonte: Cereghino & Cregg (2000) com modificagdes.

Durante o crescimento de P. pastoris em metanol a enzima AO constitui a proteina
mais abundante da célula, chegando a representar mais de 30 % do total das proteinas sollveis
da célula, sendo a producdo desta enzima a base conceitual para a utilizacdo de P. pastoris
como sistema de expresséo (Couderc & Baratti, 1980; Cereghino & Cregg, 2000).

A enzima AO ¢ codificada por dois genes distintos existentes no genoma de P.
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pastoris: aoxl, responsavel por 90 % da expressdo, e aox2, responsavel por 10 % da
expressao (Cregg et al., 1993; Cregg, 1999). A enzima expressa pelo aox2 € 97 % idéntica a
expressa por aox1, com atividade conservada (Cregg et al., 1989, 1993; Koutz et al., 1989). A
expressdo de ambos os genes é regulada a nivel transcricional pelos respectivos promotores
AOX1 e AOX2. O promotor AOX1 ¢ fortemente regulado pela fonte de carbono adicionada
ao meio de cultura: na presenca de glicose ou glicerol a expressao é reprimida e, na presenca
de metanol como Unica fonte de carbono, induzida mais de mil vezes. Em células expostas ao
metanol como Unica fonte de carbono o promotor AOX1 é responsavel por até 5 % da
transcricdo dos RNAs poli-A* totais, 0s quais sdo indetectaveis em células cultivadas em
outras fontes de carbono, como glicose ou glicerol (Cregg et al., 1993; Cereghino & Cregg,
2000). O elevado nivel transcricional do promotor AOX1 é comparavel aos promotores dos
genes constitutivos expressos na via glicolitica, a exemplo do promotor PGK, do gene
codificador da enzima fosfoglicerato cinase.

3.2.3 Glicosilacao

Outra caracteristica importante da levedura P. pastoris é o seu perfil de glicosilagdo
durante o processamento pds-traducional de proteinas transitantes na via de secrecéo.
Aproximadamente 0,5 % a 1 % das proteinas traduzidas nos genomas eucarioticos sdo
glicoproteinas (Daly & Hearn, 2005). A glicosilagdo ocorre no Ilimen do reticulo
endoplasmatico seguida de processamento no complexo de Golgi (Bretthauer & Castellino,
1999). Em P. pastoris e em outros eucariotos, as proteinas que possuem o sitio sinal de
glicosilacdo Asn-X-Ser/Thr estdo susceptiveis a adicdo de cadeias oligossacaridicas N-ligadas
ao residuo de Asn (asparagina) ou O-ligadas em quaisquer dos residuos de Ser (serina) ou Thr
(treonina) (Cregg, 1999; Cregg et al., 2009).

Tem sido relatado que a glicosilacdo pode servir como um controle de qualidade antes
da proteina entrar na via de secre¢do (Ellgaard & Helenius, 2003) e/ou aumentar a resisténcia
da proteina contra a degradacdo proteolitica (Pratap et al., 2000), auxiliar no dobramento
correto e na passagem pela via secretéria, bem como aumentar a estabilidade e a
termoestabilidade da proteina madura (Rayon et al., 1998; Romanos et al., 1992; Daly &
Hearn, 2005). No entanto, ha relatos de que a N-glicosilacdo extensiva pode reduzir a
termoestabilidade enzimética (Tull et al., 2001).

Em revisdo bibliogréfica, Li e colaboradores (2007) observaram que a maioria das
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proteinas heterdlogas N- ou O-glicosiladas expressadas 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.

3.2.4 Linhagens e vetores

Atualmente vérias linhagens de P. pastoris estdo disponiveis. A escolha da linhagem
especifica é determinada pela aplicacdo desejada. As linhagens hospedeiras de P. pastoris
frequentemente utilizadas nos experimentos de expressdo heter6loga sdo as mutantes GS115,
KM71 e SMD1163/SMD1165/SMD1168. Todas essas linhagens possuem mutacdo no gene
his4, ndo crescendo em meio sem 0 aminoacido histidina — fendtipo His. Além dessa
mutacdo, a linhagem KM71 ndo é funcional para o gene aox1, dependendo da enzima &lcool
oxidase produzida a partir do gene aox2 para metabolizar metanol — fendtipo Mut®. E as trés
linhagens SMD1163, SMD1165 e SMD1168 sdo proteases defeituosas devido a mutacdo nos
genes pep4 (SMD1163), prbl (SMD1165) ou ambos (SMD1168).

Os vetores de expressao utilizados para P. pastoris carregam um gene que atua como
marcador de selecdo auxotréfica. O mais comum é o HIS4 (gene da enzima histidinol
desidrogenase), que complementa o gene his4 mutado na maioria das linhagens hospedeiras
disponiveis, restaurando a habilidade de sintetizar o0 aminoacido histidina nos transformantes
— fendtipo His™. Os vetores de expressdo também possuem a regido promotora (AOX1) e
terminadora (TT) do gene aox1 para o controle da inducdo da expressao génica e término da
transcricdo, respectivamente. Esses vetores ainda possuem o gene de resisténcia a ampicilina
(Amp) e a origem de replicacdo de E. coli, caracteristicas importantes para a manipulacdo dos
vetores durante a clonagem nessa bactéria.

Embora a levedura P. pastoris tenha se mostrado um eficiente sistema de expressao de
proteinas, tanto intra quanto extracelular, neste Gltimo caso existe a vantagem de a levedura
secretar baixos niveis de proteinas enddgenas, o que faz da secre¢do da proteina heterdloga
uma efetiva etapa de purificacdo, j& 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, tém sido empregados vetores acrescidos de uma
sequéncia codificadora de um peptidio sinal de secrecdo localizada imediatamente ap6s a
regido promotora AOX1. O fator-o de S. cerevisiae é a sequéncia sinal frequentemente

utilizada nos vetores comerciais. No entanto, vetores contendo a sequéncia sinal derivada do
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gene da enzima fosfatase acida também estdo disponiveis (Cregg et al., 2000). Na Figura 5,
sd0 mostradas as principais regides comumente encontradas em vetores usados para

transformacéo de P. pastoris.

Sig mcs

Terminagao de

Sac |
Transcricao (TT)

Not | or
Bgl I

Not | or
Bgl Il

Figura 5. Vetor de expressdo padrdo para a levedura P. pastoris. A maioria dos vetores
desenvolvidos para esta levedura compartilham as caracteristicas gerais mostradas em preto
(regides: 5° AOX1 — promotor; MCS — multiplo sitio de clonagem; HIS4 — gene da enzima
histidinol desidrogenase; 3> AOX1 — regido homologa ao genoma da levedura; Amp — gene
de resisténcia a ampicilina), enquanto outros possuem uma sequéncia sinal (Sig) e/ou origem
em bacteriéfago (f1 ori), mostrado em cinza.

Fonte: Invitrogen (2010) com modificagdes.

3.2.5 Transfomacéo

A transformacdo de P. pastoris ocorre por meio da integracéo do vetor ou cassete de
expressao no interior do genoma da levedura, 0 que garante maior estabilidade genética dos
transformantes e evita perda do gene heterdlogo (Sreekrishna et al., 1997; Chiruvolu et al.,
1997; Cereghino & Cregg, 2000). Os mecanismos pelos quais essa integragédo pode ocorrer
sdo por adicdo ou substituicdo génica (Cregg et al., 1993). No caso da adicdo génica, para
garantir maior eficiéncia na transformacao, o vetor circular com o gene de interesse deve ser
linearizado por clivagem enzimatica em um dos sitios de restricdo nas regifes HIS4 ou
5’A0OX1 existentes nos vetores de expressdo. A linearizagdo nesses sitios estimula a
ocorréncia de adicdo génica por simples crossover (recombinacdo) entre as regides HIS4 ou
AOX1 do vetor e os respectivos loci homologos existentes no genoma da levedura. Nesses

casos, apds a transformacdo, os genes aoxl e aox2 continuam funcionais no genoma da
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levedura e os transformantes gerados apresentam fendtipo Mut* (methanol utilization plus),
cuja caracteristica é a maxima habilidade celular de metabolizar o metanol (u = 0,14 hl),
exibindo um répido crescimento em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono
(Brierley et al., 1990; Cregg et al., 1993; 2000). Esse é o fendtipo encontrado na levedura
selvagem. As Figuras 6 e 7 mostram a integracdo por adicdo do vetor ao genoma de P.
pastoris por meio de recombinagdo homologa nas regides HIS4 e AOX1, respectivamente,

existentes nos vetores de expressao.

Restauracdo do gene his4 -~ \
apos a transformagéo NS Pichia Genome (hisd)
hisd. * mutation

-W—El

His* His™

Figura 6. Integracdo por adicdo do vetor ao genoma de P. pastoris. A integragdo ocorre por
recombinacdo simples entre a regido HIS4 do vetor com a regido homéloga no genoma da
levedura. O gene his4 mutado no genoma € restaurado durante a recombinagdo com a regido
HIS4 ndo mutada do vetor.

Fonte: Invitrogen (2010) com modificagdes.

5 AOX1 or sox1::ARG4 Pichia Genome (his4)
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Expression Cassette

Figura 7. Integracdo por adicdo do vetor ao genoma de P. pastoris. A integragdo ocorre por
recombinacdo simples entre a regido 3’AOX1 do vetor com a regido homologa no genoma da
levedura. O gene his4 mutado no genoma € restaurado durante a recombinagdo com a regido
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HIS4 ndo mutada do vetor.
Fonte: Invitrogen (2010) com modificacdes.

Na transformacéo por substituicdo génica, o vetor de expressdo deve ser clivado no
sitio da endonuclease Bglll para liberacdo do cassete de expressdo, o qual é flanqueado com
as regides 5’AOX1 (promotor) e 3’AOX1 (ver Figura 8). Durante a transformacdo, essas
regides interagem com as respectivas regides homologas existentes no genoma da levedura,
estimulando a ocorréncia de um duplo crossover (fenémeno menos frequente que o simples
crossover), com eventos de substituicdo génica: o cassete de expressao substitui o locus do
gene aox1 no genoma da levedura (Cregg et al., 1993; 2000). Dessa forma, o gene aox1 sofre
um knockout (silenciamento) e o metabolismo do metanol passa a ser realizado apenas pela
enzima AO produzida pelo gene aox2, gerando transformantes com fenotipo Mut® (methanol
utilization slow), cuja caracteristica € a habilidade reduzida da célula de metabolizar o
metanol (u = 0,01-0,04 h1), exibindo um lento crescimento em meio contendo metanol como
unica fonte de carbono (Brierley et al., 1990). Algumas proteinas sdo expressadas em niveis
mais elevados nesse fen6tipo do que no fenétipo Mut®, especialmente em culturas de frascos
agitados (Higgins & Cregg, 1998; Cregg et al., 1993, 2000; Daly & Hearn, 2005).

Vetor linearizado com

Bglll
5 AOX1 T 3 Genoma de Pichia
5" Paoxs Gene of Interest TT HIS4 3 AOX1 Plasmidio integrado ao

genoma

Figura 8. Integracdo por substituicdo génica do vetor com o genoma de P. pastoris. A
substituicdo ocorre por recombinagdo dupla entre as regides 5’A0X1 e 3’AOX1 (ambas no
promotor) com as respectivas regides homologas no genoma da levedura. Esse tipo de
integracdo resulta em transformantes de fenétipo Mut®.

Fonte: Invitrogen (2010) com modificacdes.

Tanto na transformacgéo por adi¢do quanto na substituicdo génica, uma porcentagem
significativa dos transformantes His* podera ndo conter o vetor de expressdo. Isso ocorre
devido a um evento de conversdo entre o gene HIS4 do vetor e o locus his4 da levedura, de

modo que o0 gene tipo selvagem HIS4 entra no genoma sem qualquer outra sequéncia
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adicional do vetor. Esse evento pode ocorrer em 10 a 50 % das col6nias transformantes His*
(Romanos, 1995; Cregg et al., 2000). Apenas 5 % a 35 % dos transformantes sdo oriundos de
substituicdo génica (Mut®), os demais sdo originados das integracdes por adi¢cdo em HIS4 ou
AOX1 e sdo Mut* (Romanos, 1995).

Desta forma, apds a transformacdo de P. pastoris com o gene de interesse, 0 passo
seguinte sera a determinacdo fenotipica e a selecdo dos clones capazes de expressar 0s
melhores niveis da proteina recombinante. Feito isso, a etapa seguinte serd a realizacdo de
experimentos de melhoramento da producdo da proteina recombinante levando em

consideragdo os fatores relacionados a expresséo heter6loga em P. pastoris.

3.3 Fatores relacionados a expressao heteréloga em P. pastoris

Estudos que buscam o estabelecimento de bioprocessos otimizados para producéo de
proteinas recombinantes em P. pastoris tém demonstrado que a producdo heterdloga nesta
levedura pode ser afetada por numerosos parametros relacionados a biologia e ao bioprocesso.
Os parametros bioldgicos mais importantes sdo: (a) selecdo da linhagem hospedeira; (b) vetor
de expressao; (c) promotor para transcricdo do gene alvo; (d) peptideo sinal para secrecdo da
proteina recombinante; e (e) selecdo dos clones transformantes, sendo necessario um nimero
significativo de transformantes, devido as diferentes possibilidades de integracdo génica no
genoma da hospedeira, variagdo no nimero de cdpias do gene ou a orientacdo dos multiplos
cassetes de expressdo (Zhu et al., 2009; Barnard et al., 2010; Brooks et al., 2013; Ahmad et
al., 2014; Schwarzhans et al., 2016; Eck et al., 2018). Além desses parametros, a sequéncia
nativa do cDNA a ser expresso e os cddons preferenciais mais utilizados na maquinaria
celular da levedura também exercem influéncia sobre o nivel de expressdo heterdloga
(Damasceno et al., 2004; Khatri, 2011; Rothan et al., 2014).

Dentre os parametros relacionados ao bioprocesso, 0s mais importantes sdo: (a)
composicao do meio de cultivo (Ghosalkar et al., 2008; Liu et al., 2011); (b) selecdo da fonte
de carbono (Varnai et al., 2014); (c) temperatura (Dragosits et al., 2009); (d) valor do pH
(Holmes et al., 2009); e (e) oxigénio dissolvido no sistema (Charoenrat et al., 2005; Baumann
et al., 2008). Além desses parametros, o tempo de inducdo e a concentracdo do indutor
também exercem influéncia sobre o nivel de expressdo heteréloga (Cregg et al., 1993;
D’Anjou & Daugulis, 2000; Damasceno et al., 2004; Khatri, 2011).

A expressao heteréloga em P. pastoris pode ser realizada tanto em nivel de bancada,
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em sistemas de microplacas ou frascos agitados, como em nivel de producédo industrial em
biorreatores. Os sistemas de microplacas e frascos agitados sdo, no geral, empregados nos
experimentos de triagens das linhagens mais produtivas e nas fases iniciais de
desenvolvimento e otimizacdo de bioprocessos (Eck et al., 2018). Nesses sistemas, a
introducdo de metanol na cultura geralmente ocorre por pulsos padronizados, 0 que ao
contrario de uma alimentacdo continua, pode levar a longos periodos de exaustdo do metanol
e baixa atividade do promotor AOX1 (Potvin et al., 2012). Além disso, 0s severos efeitos da
limitag&o de oxigénio sobre o metabolismo celular resultante das baixas taxas de transferéncia
de oxigénio nesses sistemas podem comprometer, nos experimentos de triagem, o sucesso da
selecdo das linhagens mais produtivas (Buchs, 2001; Eck et al., 2018).

Para superar tais dificuldades, nos ultimos anos tém sido desenvolvidos sistemas de
mini e microbiorreatores capazes de fornecer condi¢es, tanto na triagem quanto nos estagios
iniciais de desenvolvimento do bioprocesso, mais semelhantes ao processo de producdo final
adotado na industria. Dentre as vantagens destes sistemas, estdo a possibilidade de realizacdo
de cultivos paralelos em volumes menores de 1 mL a 100 mL, bem como maior eficiéncia na
taxa de transferéncia de oxigénio e adog¢do de monitoramento Optico e flourecente nédo
invasivos, permitindo a medicdo paralela de parametros como formacéo de biomassa, pH e
oxigénio dissolvido (Kirk & Szita, 2013; Wewetzer et al., 2015). A realizacao de bioprocessos
conduzidos em batelada alimentada em sistemas de micro-escala ainda esta em estagio inicial
de desenvolvimento (Hemmerich et al., 2014; Lattermann & Bichs, 2015), sendo
predominantemente utilizado para a triagem clonal (Wilming et al., 2014; Eck et al., 2018).

De modo geral, os cultivos realizados em frascos agitados sdo tipicamente conduzidos
no modo batelada, caracterizados por altas concentracBes iniciais de substrato e tampéo
(Kennedy et al., 1994; Weuster-Botz et al., 2001; Kumar et al., 2004), enquanto os cultivos
realizados em biorreatores sdo conduzidos no modo batelada alimentada ou continua,
caracterizados pelo fornecimento de substratos de acordo com a taxa de consumo e
metabolismo do micro-organismo, implicando, assim, maior produtividade, o que justifica o
fato destas Ultimas estratégias serem utilizadas na maioria dos bioprocessos industriais (Jeude
et al, 2006).

A alta demanda por oxigénio no metabolismo do metanol faz do fornecimento de
oxigénio o mais importante parametro no cultivo de P. pastoris com producdo heterdloga
baseada no promotor AOX1. Em frascos agitados, as baixas taxas de transferéncia de
oxigénio sdo bem documentadas (Buichs, 2001; Eck et al., 2018), dependentes basicamente da
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agitacdo do liquido no interior do frasco. Em biorreatores, a concentracdo ideal de oxigénio
dissolvido no meio deve ser mantida por meio do fornecimento de ar e/ou oxigénio puro ao
sistema (Khatri, 2011). De acordo com a literatura, a concentracdo ideal pode variar entre
20% a 30 % de saturacdo na fase liquida (Invitrogen, 1996; Stratton et al., 1998).

Por causa das limitacdes na transferéncia de oxigénio, o nivel de expresséo heteréloga
obtido a partir de culturas em frascos agitados pode ndo refletir com precisdo o nivel
observado em culturas de biorreatores (Cregg et al., 1993). Em frascos agitados, o cultivo de
P. pastoris induzido por metanol pode alcangar um nivel de producdo de aproximadamente
5% do total de proteinas sollveis, ao passo que em biorreatores este nivel pode chegar a
valores superiores a 30 % (Burrowes et al., 2005; Randone, 2014).

Em biorreator, o cultivo de P. pastoris expressando um produto sob o controle do
promotor AOX1 pode ser conduzido em trés, ou em alguns casos, quatro fases: (a) batelada
simples de glicerol; (b) batelada alimentada de glicerol; (c) batelada alimentada de metanol; e
(d) uma fase de transicdo opcional entre as fases “b” e “c”. O objetivo das duas primeiras
fases é a producdo de biomassa, ja que a producdo heter6loga esta associada a formacéo de
biomassa e a taxa de crescimento especifico de P. pastoris é maior em glicerol (i = 0,24 ht)
do que em metanol (u = 0,14 hY) (Brierley et al., 1990; Jungo et al., 2006). O objetivo da
terceira fase é a expressao da proteina heterologa, pois € iniciada a inducdo do promotor
AOX1 por metanol como Unica fonte de carbono. A quantidade de metanol introduzida ao
sistema e a estratégia de controle utilizada no biorreator terd influéncia sobre a concentracao
de metanol residual, bem como sobre a taxa especifica de crescimento da cultura e 0s niveis
de expressao da proteina heterologa (Khatri, 2011; Potvin et al., 2012).

Apesar de P. pastoris utilizar o metanol como fonte de carbono, altas concentracdes
deste substrato sdo tdéxicas a célula devido ao acumulo de formaldeido e perdxido de
hidrogénio resultantes da oxidacdo do metanol pela enzima &lcool oxidase (Couderc &
Baratti, 1980; Cregg & Madden 1988; Randone, 2014; Lopez-Pérez & Viniegra-Gonzélez,
2017). Portanto, um bom monitoramento de metanol no sistema é fundamental para evitar o
acimulo de metanol residual e de metabdlitos, assegurando o sucesso do bioprocesso
(Randone, 2014).

A fase transicional (opcional) é caracterizada por uma coalimentacdo de glicerol e
metanol, durante o tempo em que a alimentacdo de glicerol é diminuida lentamente e a
alimentacdo de metanol é aumentada. Nas estratégias em que esta fase de transicéo é incluida,
0 objetivo € melhorar a adaptacdo das células ao metanol e, consequentemente, melhorar a
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expressao da proteina heterologa (Zhang et al., 2000; Minning et al., 2001; Khatri, 2011).

Além das fases acima, é recomendado um tempo de inanicdo entre as fases de
producdo de biomassa em glicerol (“a” e “b”) e a fase de inducdo em metanol (“c”) para
consumo pela célula de substancias com potencial inibitorio da expressdao como glicerol
residual e subprodutos residuais como etanol, por exemplo (Inan & Meagher, 2001; Randone,
2014).

Durante a revisdo literaria, pdde-se observar a existéncia de notavel variacdo nos
niveis de producdo de GHs heterdlogos no sistema P. pastoris. De modo geral, essa variacéo
depende dos diversos parametros mencionados anteriormente e também da estratégia de
producdo adotada, seja em frascos agitados ou em biorreator. Em sistema de frascos agitados,
tomando o rGH humano como ponto de referéncia, Ecamilla-Trevifio e colaboradores (2000)
obtiveram niveis de expressao de 3-11 mg/L de rGH humano, enquanto Apte-Deshpande e
colaboradores (2009), combinando diferentes meios de cultivos com surfactantes (Tween 20 e
Tween 80), obtiveram de 8-240 mg/L, sendo este 0 valor maximo obtido para a producéo de
rGH humano em frascos agitados até o presente. Para rGHs de peixes, o maior nivel de
expressdo relatado foi para o GH de C. carpio, com 300-400 mg/L (Li et al., 2003), uma
superexpressdo, considerando-se o sistema utilizado caracterizado, como ja mencionado
anteriormente, por limitagcdes no fornecimento de oxigénio.

Em biorreatores, os niveis de producéo relatados (em P. pastoris) para o0 rGH humano
variam de 49 mg/L (Ecamilla-Trevifio et al., 2000) a ~500 mg/L, enquanto em bactérias sao
reportados niveis de expressao significativamente superiores na faixa de 0,5-2 g/L (Apte-
Deshpande et al., 2009), o que nos permite inferir, além da acentuada varia¢do, uma expressao
heterdloga relativamente baixa quando comparada ao sistema de expressao procarioto. Para
rGHs de peixes, o maior nivel relatado até o presente é para o rGH de tilapia, com 1,5-2 g/L
(Acosta et al., 2007), nivel este considerado excepcional para a expressdo de GHs no sistema
P. pastoris.

Considerando as vantagens do sistema de expressdo P. pastoris, essa levedura foi o
organismo hospedeiro escolhido para a realizagdo da presente tese, que se prop0s a investigar
0 potencial de expressdo do rtGH nesta hospedeira em sistema de frascos agitados e
biorreator, buscando também encontrar as condi¢fes 6timas dos parametros relacionados ao

meio de cultivo para expressdo otimizada em frascos agitados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégia utilizada

Acervo de células
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L 4
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Figura 9. Fluxograma das etapas e experimentos que foram realizados ao longo da pesquisa.
Abreviagcbes: rtGH - Hormonio de crescimento recombinante de tambaqui; PB -
Delineamento Plackit & Burman; DCCR - Delineamento composto central rotacional; RSM -
Metodologia de superficie de resposta.

4.2 Linhagens de hospedeiras

- Pichia pastoris GS115: linhagem comercial de fenétipo Mut® e com mutacdo no
gene his4 codificador da enzima histidinol desidrogenase, o que conferi incapacidade de
sintetizar o aminoacido histidina (His’), ndo crescendo em meio auxotr6fico para esse
aminoacido. Os transformantes sdo selecionados por sua habilidade de crescer em meio sem
histidina (Invitrogen, 2010). Essa linhagem foi utilizada como controle negativo nos
experimentos de transformacao génica da levedura.

- Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut™: linhagem recombinante obtida no
Laboratorio de Tecnologias do DNA Recombinante da UFAM portadora do cDNA
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codificador para rtGH. Esta linhagem possui fenétipo Mut* e foi utilizada para avaliacdo do
potencial de expressdo do rtGH (Sadalla-Pinto, 2012).

- Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut®: linhagem recombinante obtida no
Laboratério de Tecnologias do DNA Recombinante da UFAM portadora do cDNA
codificador para rtGH. Esta linhagem possui fenétipo Mut® e foi utilizada para avaliacdo do
potencial de expressdo do rtGH (Sadalla-Pinto, 2012).

- Pichia pastoris GS115/pPIC-GLA/Mut*: linhagem recombinante obtida no
Laboratério de Tecnologias do DNA Recombinante da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) portadora do cDNA codificador para enzima glicoamilase (Carmo, 2010). Esta
linhagem possui fenétipo Mut® e foi utilizada como controle nos experimentos de
determinacéo fenotipica e de inducao do rtGH.

- Pichia pastoris GS115/pPIC-GLA/Mut: linhagem recombinante obtida no
Laboratorio de Tecnologias do DNA Recombinante da UFAM portadora do cDNA
codificador para enzima glicoamilase (Carmo, 2010). Esta linhagem possui fenétipo Mut” e
foi utilizada como controle nos experimentos de determinacdo fenotipica e de inducdo do
rtGH.

- Pichia pastoris GS115/pPIC-TPP 61/Mut*: linhagem recombinante obtida no
Laboratorio de Tecnologias do DNA Recombinante da UFAM portadora do gene codificador
para a enzima trealose-6-fosfato fosfatase (Pessoa, 2014). Esta linhagem possui fen6tipo Mut*

e foi utilizada como controle nos experimentos de validagédo do DCCR.

4.3 Triagem dos clones de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut® e Mut
produtores de rtGH

4.3.1 Determinacdo fenotipica

Para determinacdo dos fen6tipos Mut™ e Mut® foram aleatoriamente selecionados 136
clones transformantes de P. pastoris GS115/pPIC-tGH e os controles de fenotipo previamente
determinados (GS115/pPIC-GLA/Mut* e GS115/pPIC-GLA/Mut®) para serem 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 cerca de 0,5 mL de metanol absoluto a cada 24
h. A diferenga na velocidade de crescimento dos clones no meio MM revelou seus respectivos
fendtipos: as células com crescimento mais rapido foram determinadas como Mut* e as que

cresceram mais lentamente como Mut.
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4.3.2 Blot de colbnia

Nesse experimento 136 clones de P. pastoris GS115/pPIC-tGH (128 Mut* e 8 Mut)
foram separadamente repicados com auxilio de palitos estéreis em quatro placas de Petri (34
clones cada) contendo meio de crescimento BMGU e incubados a 30 °C por 2 dias. Em
seguida, os clones revigorados foram repicados para nova placa de Petri contendo meio de
inducdo BMMU e incubados a 30 °C por 3 dias. Durante esse periodo foi adicionado 0,5 mL
de metanol a cada 24 h para inducdo do rtGH. Apds esse periodo, uma membrana de
nitrocelulose com 0 mesmo tamanho das placas de Petri, foi posta sobre a cultura celular,
seguida da sobreposicéo de varias camadas de papel de filtro e papel-toalha. A transferéncia
das proteinas para a membrana de nitrocelulose ocorreu por capilaridade em intervalo de
quatro horas. Apos esse periodo, foram retiradas as camadas de papel de filtro e papel-toalha e
a membrana de nitrocelulose foi transferida para uma placa estéril com a superficie das
colbnias voltada para cima, onde foi lavada com tampéo fosfato-salino tween — PBST (NaCl
150 mM; NazHPO4 pH 7,2 10 mM; Tween 20 0,1%) para retirada do excesso de células e de
meio de cultura. Apds a lavagem, a membrana foi saturada por incubacéo de 30 minutos em
solugdo bloqueadora do kit comercial WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection System
(Life Technologies). Em seguida, a membrana saturada foi tratada por 1 hora com o anticorpo
primario Anti-His-Tag C-terminal (Life Technologies) na diluicdo de 1:5000 (v/v) em solucao
bloqueadora do mesmo kit. O anticorpo secundario e os demais reagentes utilizados também
foram do kit WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection System, cujos procedimentos
foram realizados de acordo com as recomendac0es técnicas do fabricante (Invitrogen, 2003).
Ap0és a revelacdo das amostras na membrana, a imagem foi documentada por digitalizacdo em
scanner (HP LaserJet M1212nf MFP). As manchas reveladas na membrana retratam as
colbnias de P. pastoris produtoras de rtGH.

4.4 Avaliacéo do potencial de expressdo do rtGH em frascos agitados
4.4.1 Consideracdes iniciais
Ap0s a revelacdo dos clones produtores de rtGH no experimento anterior, um nimero

de dezessete clones (nove clones Mut™ e oito clones Mut®) foram selecionados para o
experimento de inducdo da expressdo do rtGH em sistema de frascos agitados nas condicoes
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padronizadas do manual técnico de expressdo génica em P. pastoris (Invitrogen, 2010), com
algumas modificacgdes, entre as quais a substituicdo da fonte de nitrogénio YNB por Ureia,
gue € um ingrediente mais barato, o qual foi utilizada em todos os experimentos de inducéo da

expressdo em frascos agitados, conforme mostrado na tabela abaixo.

Tabela 1. Parametros fisicos, quimicos e fisico-quimicos utilizados na expressdo heterologa
em P. pastoris em frascos agitados.

A Concentracao
Parametro .
sugerida
Temperatura (°C) 30
Agitacéo (rpm) 250
Extrato de Levedura (%) 1,0
Peptona (%0) 2,0
Ureia ou YNB (%) 1,34
Tampao Fosfato (mM)* 100
Biotina (%) 4x10°
Metanol (%) 0,5
In6culo (D.O.eoo)** 1
pH 6,0

*Milimolar; **Densidade Otica a 600 nandmetros.

4.4.2 Expressdo do rtGH em Pichia pastoris em frascos agitados

Os procedimentos de inducdo da expressdo do rtGH foram realizados conforme
descrito a seguir: a expressao do rtGH foi dividida em dois momentos, uma fase de
crescimento do pré-indculo em glicerol, e outra fase de indugdo em metanol. Para aumento de
massa celular, os clones selecionados foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGU
em erlenmeyer de 250 mL e incubados a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm até a cultura alcancar
D.0.600 entre 2-6, em tempo aproximado de 18 a 24 horas. Ao atingir a D.O.s00 Necessaria, as
culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e as células precipitadas
foram inoculadas em volume de 30 mL de meio BMMU em erlenmeyer de 250 mL com
D.O.600 inicial igual a 1,0. A inducdo do promotor AOX1 foi realizada por introducdo de
metanol absoluto a cada 24 horas as culturas celulares, mantendo uma concentragéo final de
0,5 % (v/v). A inducdo da expressdo génica foi realizada até 120 h a 30 °C sob agitacdo
constante de 250 rpm. Ap0s esse periodo, foram realizadas coletas das culturas induzidas e as
mesmas foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos e 0s sobrenadantes imediatamente
conservados a -80 °C para analises posteriores. A biomassa celular nos tempos de 0 h, 24 h,
48 h, 72 h, 96 h e 120 h de inducao foi mensurada por meio da formula [Massa Celular (g/L)

= 0,22 X D.O.600] (Nakano et al., 2006). Os niveis de rtGH produzido por cada clone foram
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comparados entre si em gel de proteinas SDS-PAGE e Western Blot. Por meio desta analise
comparativa foi possivel selecionar os clones mais produtivos em relacdo aos respectivos

fendtipos Mut* e Mut®,

4.4.3 Anélise do produto expresso em gel desnaturante SDS-PAGE

O sobrenadante das culturas ap6s inducéo foi analisado em gel SDS-PAGE, conforme
modificag0es da metodologia descrita por Sambrook e colaboradores (1989). Volumes de
1350 pL dos sobrenadantes foram precipitados com 4&cido tricloroacético (TCA) a
concentracéo final de 10 % (v/v). Este sistema foi incubado por 15 minutos em banho de gelo
e em seguida centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Os precipitados das proteinas
foram lavados com acetona PA gelada e em seguida ressuspendidos em 30 xL de tampé&o de
amostra 2X SDS-PAGE [200 mM Tris pH 6,8; 0,1 % azul de bromofenol (p/v); 4 % SDS
(VIV); 4 % B-mercaptoetanol; 20 % glicerol (v/v)]. As amostras foram fervidas em banho-
maria por 5 minutos e prontamente incubadas em gelo até a aplicacdo no gel SDS-PAGE. A
eletroforese foi realizada em tempo aproximado de duas horas nas seguintes condigdes: tensao
200 volts, corrente 25 mA e poténcia 30W. Apos a corrida eletroforética, o gel com as
proteinas separadas foi submerso por 30 minutos em solucéo fixadora [10 % é&cido acético
(v/v), 40 % metanol (v/v)] e em seguida corado com azul brilhante de Coomassie [0,1 % de
Coomassie G-250 (p/v), acido fosforico 2 % (v/v), sulfato de aménio 10 % (p/v), metanol 20
% (v/v)] com incubacdo por uma noite. Apds esse periodo, o gel foi submerso em solugdo
descorante [10 % &cido aceético (v/v), 40 % metanol (v/v)] e posteriormente teve sua imagem
documentada por digitalizacdo em scanner (UTA-1100) com software acoplado (LabScan 5.0
- GE Healthcare).

4.4.4 Andlise do produto expresso em Western blotting

Em complementacdo as anélises de proteinas em gel SDS-PAGE foi realizada Western
blot para imunodeteccdo do rtGH no sobrenadante das culturas de P. pastoris GS115/pPIC-
tGH Mut* e Mut® induzidas por metanol. Ap6s a corrida eletroforética em gel SDS-PAGE, as
proteinas no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema de

transferéncia semisseco Novex® Semi-Dry Blotter (Invitrogen) por aproximadamente 2 h nas
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seguintes condicBes: 20 volts, 0,13 A, 1 W. A membrana de nitrocelulose com as proteinas

imobilizadas foi tratada de acordo com os procedimentos realizados no item 4.3.2.

4.5 Otimizacao da expressao do rtGH em frascos agitados

4.5.1 Planejamento experimental

Nesta pesquisa, a otimizagdo da expressdo do rtGH em frascos agitados foi realizada
sobre a composicdo do meio de cultivo, o qual teve os componentes modulados a
produtividade da célula. Os parametros ndo relacionados ao meio de cultivo, que também
podem influenciar a expressao heterdloga, como a temperatura e agitacdo, foram utilizados
nas condic¢Bes sugeridas pelo manual técnico de expressao génica em P. pastoris (Invitrogen,
2010), conforme a tabela 1.

O planejamento experimental adotado foi baseado em estratégia sequencial constituida
de dois delineamentos estatisticos. No primeiro lote experimental, foi utilizado o
delineamento Plackett & Burman (PB) com objetivo de realizar uma triagem prévia
(screening design) dos parametros que, de acordo com o conhecimento preliminar sobre o
assunto, poderiam influenciar as respostas desejadas. Neste delineamento foram selecionados
oito parametros (variaveis independentes), todos relacionados ao meio de cultivo, para serem
avaliados: (X1) extrato de levedura, (X2) peptona, (X3) ureia, (X4) tampéo fosfato, (X5)
biotina, (X6) metanol, (X7) inéculo e (X8) pH.

Num segundo delineamento, os parametros selecionados pelo PB foram avaliados em
um planejamento fatorial completo, utilizando-se o delineamento composto central rotacional
(DCCR) ajustado para dois fatores, totalizando onze ensaios. Para validagcdo dos resultados
obtidos no DCCR, os mesmos foram submetidos a analise por Metodologia de Superficie
Resposta (RSM) utilizando o programa STATISTICA 10. Na figura 10 esta mostrado o
cenario geral da estratégia sequencial utilizada, bem como o nimero de parametros e de

ensaios para cada delineamento experimental.
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X1 — Extrato de levedura
X2 — Peptona

X3 = Ureia Varidveis selecionadas no PB: Curva de Superficie-Resposta Determinagdo das condigdes
X4 - Tampdo Fosfato |::> X2eX6 |:> |::>

X5 — Biotina Faixa de otimizagdo em frascos agitados
X6 — Metanol 11 ensaios
X7 — Inéculo
X8 -pH

15 ensaios

Delineamento PB: Delineamento DCCR: Metodologia RSM: Validagio Experimental:

otimas da producdo de tGH

Figura 10. Estratégia experimental utilizada.

A seguir € apresentado um detalhamento dos delineamentos experimentais utilizados
nesta pesquisa, objetivando a otimizacdo da expresséo do rtGH em frascos agitados.

4.5.2 Delineamento Plackett & Burman (PB)

Para definir os parametros mais significativos sobre a producéo do rtGH foi utilizado o
delineamento PB. Os parametros selecionados, como extrato de levedura, peptona, ureia,
tampédo fosfato, biotina, metanol, indculo e pH, constituem as variaveis independentes. A
producdo de rtGH (mg/L) e formacdo de biomassa (g/L) constituem as variaveis dependentes
(ou de resposta). Os niveis dos oito parametros selecionados estdo mostrados na tabela 2. Os
valores dos parametros no ponto central (nivel 0) do PB foram os mesmos sugeridos pelo
manual técnico de expressdo génica em P. pastoris (Invitrogen, 2010) — ver tabela 1 —, e a
faixa de variacdo da regido experimental foi baseada com base em informacfes da literatura
(Cregg, 2007; Li et al., 2007; Weidner et al., 2010; Terrazas, 2012). Ao inserir estes niveis no
programa STATISTICA 10.0 foi obtida a matriz do delineamento PB apresentados na tabela
3. Os ensaios de um a doze dessa matriz sdo ditos fatoriais devido ao fato de serem
constituidos da combinacdo entre os niveis (+1 e -1) dos oito parametros, importante para
determinacdo dos efeitos de cada pardmetro sobre as varidveis de resposta, viabilizando assim
a selecdo dos parametros mais significativos para serem avaliados no DCCR. Os ensaios de
13 a 15 sdo repeticbes do ponto central, importantes para dar robustez estatistica ao

delineamento (Rodrigues & lemma, 2014).

Tabela 2. Valores utilizados no delineamento Plackett & Burman (PB) constituido por oito
parametros.

R Intervalo de Nivel
Parametros ..
variagao -1 0 +1
Extrato de Levedura (%) 0,5 0,5 1,0 15
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Peptona (%0)
Ureia (%0)

Tampéo Fosfato (mM)*

Biotina (%0)
Metanol (%)
In6culo (D.O.g00)**

pH

1
0,67
50
2x10°
0,4
0,5
0,5

1
0,67
50
2x10°
0,1
0,5
5,5

2,0

1,34

100

4 x10°

0,5

6,0

2,01
150
6x10°

0,9
15
6,5

*Milimolar; **Densidade Otica a 600 nandmetros.

Tabela 3. Matriz de dados codificados com as variaveis estudadas no delineamento Plackett
& Burman (PB) para oito pardmetros e duas variaveis de resposta.

Parametros Variaveis de resposta
Ensaios EL* Peptona Ureia Tampao Biotina Metanol In6culo pH PdreO(rthg;ﬁlo F%rir(?ri%ics): )

Fosfato (mg/L) (9/L)
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 yl1 y21
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 ylo y22
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 yls y23
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 yla Y24
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 yls y2s
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 yle Y26
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 ylz y27
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 yls y2s
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 ylo Y29
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 ylio Y210
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 ylu y211
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 yliz Y212
13 0 0 0 0 0 0 0 0 ylis Y213
14 0 0 0 0 0 0 0 0 ylia Y214
15 0 0 0 0 0 0 0 0 ylis Y215

*Extrato de levedura.

4.5.3 DCCR

Nesta pesquisa a matriz do DCCR foi construida a partir dos parametros previamente

selecionados no delineamento PB: metanol e peptona. A faixa de variagdo da regido

experimental do DCCR (tabela 4) foi definida com base em informagdes da literatura,

considerando os limites de toxicidade de P. pastoris em relagdo as concentracdes de metanol e

peptona. A formula geral do DCCR executado foi: 2k (ensaios fatoriais) + 2 X k (ensaios axiais)

+ 3 (repeticbes do ponto central), onde k = nimero de niveis originais, nesse caso k = 2. Os

ensaios axiais sdo aqueles em que ocorrem as combinagdes dos niveis -a e +a. Utilizando o
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programa STATISTICA 10 foi obtida a matriz com os dados codificados e as combinacdes
possiveis entre 0s niveis dos parametros metanol e peptona. Portanto, este DCCR foi
composto por duas varidveis independentes, combinadas em quatro ensaios fatoriais (ensaios
de 1 a 4), quatro ensaios axiais (ensaios de 5 a 8) e trés repeti¢ces do ponto central (ensaios de
9 a 11), com um total de 11 ensaios. As variaveis de resposta foram as mesmas do PB,

producéo de rtGH e a formacéo de biomassa (tabela 5).

Tabela 4. Faixa de variacdo da regido experimental do DCCR executado.

R Nivel
Parametros Delta o X) 0 ) o
Metanol (%0) 0,5 0,293 0,5 1,0 1,5 1,710
Peptona (%) 1,2 0,303 0,8 2,0 3,2 3,700

Tabela 5. Matriz de dados codificados e respostas avaliadas no DCCR executado.

Variaveis S
. Variaveis de resposta
independentes
Ensaios Produgdo Formacao de

Metanol  Peptona de rtGH Biomassa
(mg/L) (g/L)
1 -1 -1 yl1 y21
2 -1 +1 yl. y2;
3 +1 -1 yls y23
4 +1 +1 yl4 Y24
5 -a 0 yls y2s
6 +q 0 yle Y26
7 0 -a yl7 y27
8 0 +a yls y2s
9 0 0 ylo W4
10 0 0 ylio Y210
11 0 0 ylu y211

No DCCR executado, os demais parametros como o extrato de levedura, ureia, tampéo
fosfato, biotina e in6culo foram ajustados de acordo com as concentrag¢fes sugeridas na tabela
1. O parametro pH, levando em consideracdo seu efeito negativo sobre a producédo de rtGH no
delineamento PB, foi ajustado de 6,0 para 5,0. Este ajuste também levou em consideracdo os
trabalhos de Calik e colaboradores (2010) e de Bayraktar (2009), que investigaram o efeito do
pH sobre a producdo do rGH humano na levedura P. pastoris, e concluiram que o pH 5,0 esta
mais relacionado a elevagdo da producdo heterdloga, a reducdo da atividade de proteases e a

maior estabilidade da molécula em temperatura ambiente.
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454 RSM

Levando em consideracdo o objetivo de otimizar a producdo do rtGH a partir da
analise estatistica da relagdo existente entre os componentes do meio de cultivo, somente 0s
resultados obtidos para a varidvel de resposta producao do rtGH foram utilizados na andlise
da metodologia de superficie de resposta (RSM). Esta analise foi realizada com auxilio do
programa STATISTICA 10.0.

4.6 Expressdo do rtGH em biorreator

Os experimentos de expressdo do rtGH em biorreator foram realizados no Laborat6rio
de Desenvolvimento de Bioprocessos (LADEBIO) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), supervisionados pelo Prof. Emérito Dr. Nei Pereira Jr. e sua equipe.

4.6.1 Conducao do bioprocesso

Para a produgdo do rtGH em biorreator foi inicialmente preparado um indculo a partir
de uma coldnia de P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut*, previamente selecionada como a mais
produtiva nos experimentos em frascos agitados. Frascos erlenmeyer de 1 L contendo de 200
— 300 mL de meio BMGU foram incubados a 30 °C e 250 rpm por 18 a 24 h até D.O.600 = 2-6.
Apos esse periodo de incubagdo a cultura foi transferida para um biorreator instrumentado
(BIOSTAT B, B. Braun Biotech International), com sensores de monitoramentos online de
pH, oxigénio dissolvido e temperatura, acoplado a um vaso de capacidade para 4 L, sendo o
volume de trabalho utilizado de 3 L. O meio de cultivo teve o pH previamente ajustado para
5,0, o qual foi mantido durante o bioprocesso com solucdo de hidroxido de amonio 28 %. A
temperatura e aeracdo foram programadas para 30 °C e 5 — 18 L/min de ar filtrado,
respectivamente. O oxigénio dissolvido foi programado para manter-se acima de 20 % de
saturacdo e a agitagéo, ajustada de acordo com a demanda por oxigénio, entre 50 a 1000 rpm.
Quando necessério, antiespumante (6xido de polipropileno) foi adicionado para eliminar o
excesso de espuma. A fermentacdo teve duracdo de 80 h e foi dividida em duas fases: a
primeira de formacdo de biomassa a partir de glicerol como Unica fonte de carbono, com
duracdo de 28 h, e a segunda de inducdo da expressao heterdloga tendo o metanol como fonte
de carbono e indutor, com duragédo de 52 h. O cultivo foi desenvolvido em meio FM22 com
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concentracdo inicial de glicerol de 60 - 80 g/L. O biorreator foi operado em modo batelada até
o glicerol ser totalmente consumido, em cerca de 26 h, seguido por um periodo de inanicao de
60 — 90 min para consumo de eventuais residuos de glicerol e inibidores da expressao
heter6loga. Apds esse periodo, a fase de inducdo foi iniciada com um pulso de 7,5 g/L de
metanol contendo PTM4 na concentracdo de 4 mL/L. Apds adaptacdo celular, no primeiro
pulso, o metanol foi novamente adicionado na concentracdo de 15g/L, tal concentracao foi
baseada no trabalho de Orman e colaboradores (2009). O momento de exaustdo do metanol
foi acompanhado por meio do monitoramento do oxigénio dissolvido no sistema: o aumento
repentino no nivel de saturagdo do oxigénio dissolvido no meio indica uma diminuigdo do
metabolismo celular em decorréncia do consumo total do metanol, o que ocorreu em
intervalos aproximados de 3 h. Ao longo do bioprocesso, foram realizadas coletas das culturas
e as mesmas centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos, sendo os sobrenadantes recuperados e
imediatamente conservados a -80 °C para analises posteriores. A biomassa celular ao longo
dos tempos de 0 h a 80 h de fermentagé@o foi mensurada por meio da formula [Massa Celular
(g/L) = 0,27 X D.O.e00] obtida na curva padrdo de crescimento celular usando o

espectrofotdbmetro Shimadzu UV 1601.

4.6.2 QuantificacOes de glicerol e metanol durante a fermentacéo

A determinacdo de glicerol e metanol foi efetuada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), usando o cromatografo liquido Shimadzu (Shimadzu), equipado com
coluna Hi-Plex H (100 mm x 7,7 mm) e detector de indice de refracdo (RID). A temperatura
foi mantida em 60°C, utilizando como fase movel uma solucdo de acido sulfarico 5mM. O

volume de amostra injetado foi de 0,5 mL.

4.7 Quantificagdo do rtGH

A quantidade de rtGH no sobrenadante das culturas induzidas foi realizada utilizando-
se dois métodos descritos a seguir. Nas amostras oriundas da inducdo em frascos agitados foi
utilizado o método de densitometria de bandas a partir da imagem obtida por digitalizacdo do
gel SDS-PAGE. Neste meétodo, os volumes das bandas correspondentes ao rtGH foram
calculados pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare), sendo a
concentracdo do rtGH calculada por meio de uma curva padréo e equacdo da reta obtidos a
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partir dos volumes das bandas de um gradiente de massa conhecida, 0 BSA, aplicado no gel
SDS-PAGE juntamente com as amostras do sobrenadante das culturas induzidas. Nas
amostras oriundas da inducdo em biorreator, o rtGH foi quantificado pelo método de
imunodetecgédo utilizando-se o His-Tag Protein ELISA Kit (Cell Biolabs, Inc.), conforme
recomendacdes do fabricante.

4.8 Analise estatistica

Com base nos resultados obtidos por meio da execugdo dos delineamentos baseados
no método de Plackett-Burman (PB) e delineamento composto central rotacional (DCCR) foi
realizada a andlise da influéncia dos parametros do meio de cultivo sobre a producédo de rtGH
e formagdo de biomassa, por meio do diagrama de Pareto e RSM. O nivel de confianca foi de
95%. As matrizes de dados codificados, os calculos matematicos para representacdo dos
dados experimentais e andlise de variancia foram obtidos utilizando o programa
STATISTICA 10.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem dos clones de Pichia pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut* e Mut®
produtores de rtGH

Inicialmente foi realizada uma triagem dos clones de P. pastoris GS115/pPIC-tGH, de
ambos os fenotipos, capazes de produzir altos niveis de rtGH. De um universo de 1812
transformantes, 136 foram tomados para o experimento blot de col6nia. O resultado desse
experimento revelou 135 transformantes positivos para a producdo do rtGH. Na figura 11 é
mostrado o resultado obtido nas placas “A”, “B”, “C” e “D”, onde as manchas correspondem

aos clones de P. pastoris produtores de rtGH em diferentes niveis.

Clones lc, 2¢, 3c e de

F Placa C PlacaD
£ -« Vg

o

¢ '5) )
@e® 9 9 e > &
} o_'ja " oo o o
o o ¢ ROG
® o:_o_t-u\
— \ Clone 24d
Clone 20c Clone 30d

Clone 25a Clone 32b

Figura 11. Blot de coldnia dos clones de P. pastoris GS115/pPIC-tGH. As manchas indicam
0s clones que expressam o rtGH. Os controles negativos estdo indicados por setas vermelhas
na parte superior central de todas as imagens. Nos circulos estdo os clones selecionados para
0s experimentos de inducéo em sistema de frascos agitados, e os circulos com seta indicam 0s
clones com os melhores niveis de expressao obtidos neste trabalho.

A intensidade e o tamanho do sinal ao redor de cada colonia refletem
aproximadamente o nivel de secre¢do do produto recombinante pelos diferentes clones. No
entanto, nem sempre essa correlacdo é linear (Cregg et al., 2009), por isso foi adotado o
principio da aleatoriedade na selecdo dos clones para avaliagdo do potencial de expressao do

rtGH em frascos agitados.
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5.2 Avaliacdo do potencial de expressdo heteréloga dos clones produtores de

rtGH em frascos agitados

Ap0s a indugdo em frascos agitados dos clones produtores de rtGH, os sobrenadantes
das culturas induzidas foram analisados em gel de proteinas e por Western blot. Os resultados
desses experimentos revelaram os transformantes capazes de produzir os melhores niveis de
rtGH. Dos dezessete clones positivos no blot de coldnia selecionados na figura 11, com
intensidades de manchas variadas, cinco clones Mut® e quatro clones Mut® se destacaram

como os melhores produtores de rtGH, nas indugdes em frascos agitados.
5.2.1 Fen6tipo Mut*

Adiante estdo os resultados obtidos no gel SDS-PAGE e Western blot dos clones
produtores de rtGH do fendtipo Mut*. Na figura 12 sdo mostrados os perfis eletroforéticos em
gel SDS-PAGE das proteinas obtidas dos sobrenadantes das culturas induzidas a partir dos

melhores clones Mut* produtores de rtGH.
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Figura 12. Perfil eletroforético de proteinas em gel SDS-PAGE 15 % corado em Coomassie
do sobrenadante da cultura de diferentes clones P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut".
Canaletas: M — marcador de massa molecular de proteinas (Thermo Scientific Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder); C-: controle negativo (GS115/pPIC-GLA/Mut®);
20c, 24d, 25a, 30d e 32b: clones produtores de rtGH em diferentes niveis.
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Os resultados obtidos nos géis SDS-PAGE foram confirmados por Western blot
(figura 13), indicando que os clones 20c, 25a e 32b apresentaram melhores niveis de producao

do rtGH entre os clones de fenétipo Mut* avaliados.

M 20c 24d | 252 30d 32b C-

ntGH

iIlH-
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20 kDa m“““ “""

15kDa |
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Figura 13. Western blot do sobrenadante da cultura de diferentes clones de P. pastoris
GS115/pPIC-tGH/Mut*. Canaletas: M — marcador de massa molecular de proteinas (InVision
BenchMark His-tagged Protein Standard, Life Technologies); 20c, 24d, 25a, 30d e 32b:
clones produtores de rtGH; C-: controle negativo (GS115/pPIC-GLA/Mut®).

A andlise comparativa da densidade das bandas, correspondentes ao rtGH dos clones
de fendtipo Mut™ avaliados, revelou que o clone 32b foi o que apresentou maior nivel de
producdo do rtGH, sendo, por isso, selecionado como o clone mais produtivo dentre os clones

de fendtipo Mut™.
5.2.2 Fendtipo Mut®

Adiante estdo apresentados os resultados obtidos na triagem dos clones produtores de
rtGH do fendtipo Mut®. Dentre os oito transformantes Mut® tomados para analise quatro se
destacaram como melhores produtores de rtGH. Nas figuras 14 e 15 sdo, respectivamente,
mostrados os perfis eletroforéticos em gel SDS-PAGE e Western blot das proteinas obtidas

dos sobrenadantes das culturas desses quatro clones produtores de rtGH.
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Figura 14. Perfil eletroforético de proteinas em gel SDS-PAGE 15 % do sobrenadante da
cultura de diferentes clones de P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut®. Canaletas: M — marcador
de massa molecular de proteinas (InVision BenchMark His-tagged Protein Standard, Life
Technologies); C-: controle negativo (GS115/pPIC-GLA/Mut®); 1c, 2¢, 3c e 4c: clones
produtores de rtGH em diferentes niveis.
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Figura 15. Western blot do sobrenadante da cultura de diferentes clones de P. pastoris
GS115/pPIC-tGH/Mut®. Canaletas: M — marcador de massa molecular de proteinas (InVision
BenchMark His-tagged Protein Standard, Life Technologies); C-: controle negativo
(GS115/pPIC-GLA/MuUt); 1c, 2c, 3c e 4c: clones produtores de rtGH em diferentes niveis de
expressao.

A analise comparativa da densidade das bandas, correspondentes ao rtGH dos clones

de fenotipo Mut® avaliados, revelou que o clone 1c foi 0 que apresentou maior nivel de
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producéo do rtGH, sendo, por isso, selecionado como o clone mais produtivo dentre os clones
de fenotipo Mut®.

Como mencionado anteriormente, existem varios fatores que podem influenciar o
nivel de expressdo heter6loga em P. pastoris. Nos experimentos de triagem clonal realizados
neste trabalho, os fatores como composi¢do do meio de cultivo, agitagdo, pH, temperatura,
indculo, concentracdo de indutor (metanol) e volume de meio/frascos utilizados foram
homogeneizados para todos os experimentos de inducdo, com o objetivo de possibilitar uma
analise comparativa do potencial de expressdo do rtGH de cada clone avaliado, levando em
consideracdo a influéncia de fatores bioldgicos, como o fenétipo e a existéncia de multicopias
da sequéncia do tgh integrada ao genoma, os quais podem atuar sobre a capacidade da célula
em produzir diferentes niveis de rtGH.

Os transformantes multicdpias - aqueles com mais de uma coOpia do cassete de
expressao integrado ao genoma da levedura — ocorrem na proporcdo de 1 a 10% dos
transformantes. Varios trabalhos (Brierley et al., 1994; Clare et al., 1991a; Romanos et al.,
1991; Scorer et al., 1993; Scorer et al., 1994) tém demonstrado que multiplos eventos de
integracdo podem aumentar os niveis de expressdo da proteina heterdloga. No entanto, como a
determinacdo dos transformantes multicopias ndo fornece garantias quanto ao aumento dos
niveis de expressdo heterologa, a avaliagdo do potencial de expressdo clonal tem sido
realizada diretamente na quantificacdo da proteina recombinante, sendo essa analise
geralmente realizada por gel SDS-PAGE (Invitrogen, 2010).

Neste trabalho, embora ndo tenha sido realizado nenhum método de deteccdo de
multicdpias (analise quantitativa de dot blot e Southern blot), ficou evidenciado que, em
frascos agitados, os clones 32b/Mut* e 1c/Mut® demonstraram um desempenho superior de
producéo do rtGH em relagéo aos demais clones avaliados.

Considerando que um dos objetivos desta pesquisa foi otimizar a expressao do rtGH
em P. pastoris em sistema de frascos agitados, uma triagem para busca dos clones
transformantes mais produtivos se fez necessaria, o qual foi realizado por meio da analise
comparativa da densidometria de bandas em gel SDS-PAGE e os resultados acima demostram

0 sucesso dessa etapa.

5.2.3 Selecdo do fen6tipo Mut* para otimizacdo da expressao do rtGH

Conforme discutido anteriormente, o fen6tipo é um dos fatores bioldgicos

55



responsaveis por variacdes nos niveis de expressdo heter6loga em P. pastoris. Para uma
comparacdo global dos niveis de expressdo heterdloga de qualquer proteina recombinante
entre os fenotipos Mut® e Mut® se faz necessario primeiro otimizar as condi¢fes de inducao
especificas para cada fenotipo, levando em consideracdo as demandas intrissecas por metanol,
bem como pelos diferentes ingredientes do meio e dos fatores associados ao crescimento
celular.

Ao longo dessa pesquisa, as condi¢des otimizadas de expressao do rtGH para ambos
fendtipos Mut* e Mut® ndo foram determinadas, impossibilitando, neste momento, indicar com
seguranga o fenotipo de P. pastoris mais produtivo de rtGH. No entanto, considerando a
necessidade de prosseguimento da pesquisa, o fenétipo Mut* foi selecionado para os
experimentos seguintes de otimizacdo da expressao do rtGH em sistema de frascos agitados e

produgéo em biorreator.

5.3 Otimizacao da expressao do rtGH em frascos agitados

5.3.1 Delineamento Plackett & Burman (PB)

Na Tabela 6 é apresentada a matriz com os valores dos oito parametros avaliados no
delineamento PB, e os resultados obtidos para as variaveis de resposta (producdo de rtGH e
formacdo de biomassa) apés 72 h de inducdo do clone 32b/Mut*, nas diferentes condicdes

ensaiadas.

Tabela 6. Matriz com os parametros avaliados no delineamento Plackett & Burman (PB)
constituido por doze ensaios fatoriais e trés repeticbes do ponto central. Nas duas colunas da
direita estdo mostrados os resultados obtidos para as duas variaveis de resposta (producédo de
rtGH e formagédo de biomassa) ap6s 72 horas de indugéo do clone 32b/Mut".

Ensaios IEL Pe[;tona U(r)eia T.Fosfato Bi(())tina Me(t)anol In6culo oH PdreOEtLgao I;?c:m:g?;

(%) (%) (%) (mM) (%) (%) (D.0) (mg/L) (g/L)
1 15 1 2,01 50 2x10°% 0,1 1,5 6,5 0,22 1,13
2 15 3 0,67 150 2x10°% 0,1 0,5 6,5 0,29 1,56
3 0,5 3 2,01 50 6 x 10 0,1 0,5 55 0,24 0,77
4 15 1 2,01 150 2x10% 0,9 0,5 55 0,51 3,00
5 15 3 0,67 150 6 x 10 0,1 15 55 0,40 1,51
6 15 3 2,01 50 6 x10° 0,9 0,5 6,5 0,72 2,62
7 0,5 3 2,01 150 2x10° 0,9 15 55 1,35 2,57
8 0,5 1 2,01 150 6 x10° 0,1 15 6,5 0 0,93
9 0,5 1 0,67 150 6x10° 0,9 0,5 6,5 0,36 2,37
10 15 1 0,67 50 6x10° 0,9 15 55 0,48 2,66
11 0,5 3 0,67 50 2x10% 0,9 15 6,5 1,01 2,40
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12 0,5 1 0,67 50 2x10° 0,1 0,5 5,5 0,15 0,86
13 1 2 1,34 100 4x10° 0,5 1 6 0,49 2,10
14 1 2 1,34 100 4x10° 0,5 1 6 0,64 2,10
15 1 2 1,34 100 4x10° 0,5 1 6 0,48 2,19

Pode-se afirmar que a execucdo do delineamento PB acima foi de boa qualidade, visto
que os valores das respostas obtidas nas tréplicas do ponto central (ensaios 13, 14 e 15) foram
aproximados e sem diferencas significativas. A discussdo deste resultado sera realizada em
dois momentos levando em consideracdo as varidveis de resposta: inicialmente para a
producéo de rtGH e, posteriormente, para a formacéo de biomassa.

No delineamento PB executado, a variagdo na producdo do rtGH, nas condigdes
ensaiadas, foi de 0 a 1,35 mg/L. Os maiores niveis de producdo foram observados nos ensaios
7 e 11, com 1,35 mg/L e 1,01 mg/L de rtGH, respectivamente. Em compara¢do com o ponto
central, onde a producdo média de rtGH foi de 0,54 mg/L, esses valores representam um
aumento de 2,6 vezes e 1,9 vez superiores, respectivmente. Mas 0 que esses ensaios tém em
comum para influenciar positivamente a producdo do rtGH? Tais ensaios ttm em comum a
presenca de niveis superiores (+1) dos pardmetros metanol, peptona e in6culo, bem como
niveis inferiores (-1) dos parametros biotina e extrato de levedura (ver tabela 3). As variacoes
dos demais pardmetros — concentracdo de ureia, tampao fosfato e pH — foram independentes
das respostas obtidas, 0 que pode ser interpretado como parametros de baixa influéncia sobre
a producdo de rtGH.

Por outro lado, os ensaios 8 e 12 foram 0s que apresentaram 0S menores niveis de
producéo de rtGH. Na condicdo 8 ndo foi detectada a presenca de rtGH no sobrenadante da
cultura, e na condi¢do 12 a producdo de rtGH foi cerca de 3,5 vezes inferior a do ponto
central. Ao analisar a influéncia dos parametros, observa-se que 0s baixos niveis de producao
do rtGH estdo relacionados, principalmente, a presenca de niveis inferiores (-1) de metanol e
peptona, sendo os demais parametros de menor importancia sobre a producdo heterologa.
Logo, em analise inicial, utilizando o delineamento PB, da influéncia dos parametros do meio
de cultivo sobre a expressdo heter6loga do rtGH, € possivel identificar a importancia e o
efeito positivo dos parametros metanol e peptona. Sabe-se que um efeito positivo ou negativo
de um fator sobre a resposta desejada significa que um aumento nos valores desse fator €
acompanhado de um aumento ou uma diminuicao da resposta, respectivamente (Rodrigues &
lemma, 2014).

Com a analise estatistica dos dados obtidos para as variaveis de resposta foi possivel
obter informacdes sobre a importancia de cada parametro em relacdo a producéo de rtGH. Os
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valores gerados no delineamento PB estdo representados na forma de diagrama de Pareto. Por
meio desse diagrama, pode-se verificar o efeito de cada parametro sobre as respostas
desejadas.

Em relacdo a variavel de resposta producdo de rtGH, de acordo com o diagrama de
Pareto na figura 16, foi observado que o metanol é o parametro com efeito mais significativo,
seguido da peptona, biotina e indculo. O diagrama mostra ainda que o metanol, a peptona e o
indculo possuem um efeito positivo, o que significa dizer que o aumento da concentracao
desses pardmetros é acompanhado de um aumento da producdo de rtGH. Por outro lado, a
biotina, a qual desempenha um papel essencial como cofator para realizagédo de reagdes de
carboxilacdo e descarboxilacdo em importantes vias metabolicas (como, por exemplo,
biossintese de &cidos graxos, gliconeogénese e metabolismo de aminoacidos) (Streit &
Entcheva, 2003; Gasser et al., 2010), possui um efeito negativo, demonstrando que este
componente, embora essencial para o cultivo de P. pastoris, deve ser utilizado em baixas
concentracdes para a producdo do rtGH nesta linhagem. Os demais parametros, tais como pH,

extrato de levedura, ureia e tampédo fosfato ndo apresentaram efeito significativo sobre a

producéo de rtGH.
(6)Met (%) .8,249801 1|
(2)Pep (%) I6,10235?
(5)Biot (%) I-3,51232
(7)Inéculo (DO) .3,130076
(8)pH -1,37411
(1)EL (%) 1 2077
(3)Ureia (%) + .,9514483
(4)Tp Fosf (mM) ¢ .,2395026
Ip=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 16. Diagrama de Pareto obtido a partir do delineamento Plackett & Burman, de oito
parametros avaliados, tendo como variavel de resposta a producdo do rtGH. Abreviacdes:
Met: metanol; Pep: peptona; Biot: biotina; EL: extrato de levedura e Tp Fosf: tampé&o fosfato.

Em relacdo a variavel de resposta formagdo de biomassa, durante a inducdo da
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expressao do rtGH, no delineamento PB, as maiores respostas foram obtidas nos ensaios 4, 6
e 10, os quais ndo apresentam diferencas significativas entre si e compartilham do fato de
apresentarem niveis superiores (+) dos parametros extrato de levedura e metanol.
Contrariamente, 0s ensaios 3, 8 e 12 apresentaram as menores respostas para a formacéo de
biomassa, 0s quais se caracterizam por apresentarem niveis inferiores (-) de extrato de
levedura e metanol. Assim, é possivel perceber a importancia e o efeito positivo dos
parametros metanol e extrato de levedura sobre a formacdo de biomassa durante a producao
do rtGH, sendo os demais parametros de baixa significancia sobre esta variavel de resposta.

Este resultado esté descrito no diagrama de Pareto a seguir (figura 17).

(6)Met (%) - | .14,681?1
(1)EL (%) 1 4277751
(4)Tp Fosf (mM) ¢ 2,45852
(5)Biot (%) r .—1‘1‘]419
(2)Pep (%) r .,8073‘,296
(8)pH ¢ -,588145
(3)Ureia (%) r ”-.573563
(7)Inéculo (DO) -—,0255715
p‘=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 17. Diagrama de Pareto obtido a partir do delineamento Plackett & Burman, de oito
parametros avaliados, tendo como variavel de resposta a formacéo de biomassa. Abreviacdes:
Met: metanol; Pep: peptona; Biot: biotina; EL: extrato de levedura e Tp Fosf: tampé&o fosfato.

Portanto, de acordo com o diagrama de Pareto na figura 17 foi observado que, em
relagdo a formacdo de biomassa, o parametro metanol e o extrato de levedura foram os
parametros mais significativos, sequidos de tampé&o fosfato, no limiar da significancia, todos
com efeito positivo, o que significa dizer que o aumento da concentracao desses parametros é
acompanhado por um incremento na formacéo de biomassa.

Em ambos delineamentos PB ficou evidenciada a importancia do metanol como o

parametro mais influente para as duas respostas desejadas, tanto para a producao heteréloga
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do rtGH quanto para a formacéo de biomassa, 0 que pode ser justificado pelo seu duplo papel
no sistema P. pastoris, atuando ndo s6 como fonte de carbono e energia para a formacao de
biomassa, mas também como indutor da transcricdo dos genes associados ao promotor AOX,
sob o qual o gene do rtGH estéa regulado.

Entretanto, conforme observado nos diagramas de Pareto apresentados (figuras 16 e
17), o segundo parametro mais significativo, depois do metanol, divergiu em funcdo da
resposta considerada: a peptona (producdo do rtGH) e o extrato de levedura (formacdo de
biomassa). Em andlise comparativa desses diagramas, observa-se também que a peptona é
mais significativa para a produgdo de rtGH (nivel de significancia de 6,10) do que o extrato de
levedura o é para a formacéo de biomassa (nivel 4,27). Ou seja, a melhor condicdo obtida para
a variavel de resposta “producdo de rtGH” (ensaio 7) alcangou uma biomassa (2,57 g/L)
proxima a alcancada pela melhor condicdo obtida para a varidvel de resposta “formacdo de
biomassa” (ensaio 4 — biomassa igual a 3,0 g/L).

Seguindo este mesmo raciocinio, quando considerado somente a variavel de resposta
producdo de rtGH, observa-se uma diferenca acentuada, de 0,51 mg/L e 1,35 mg/L, entre os
valores dos ensaios 4 e 7, respectivamente. Assim, pode-se afirmar que tanto a peptona quanto
0 extrato de levedura sdo parametros importantes para a formagdo de biomassa. No entanto,
em relacdo a producdo de rtGH, entre estes dois parametros, a peptona esta significativamente
associada a maior produtividade do que o extrato de levedura. A analise dos parametros que
influenciam a formagéo de biomassa é um passo importante para se alcancar a otimizacgdo da
producdo heteréloga nesta levedura, visto que a produgdo de proteinas heter6logas em P.
pastoris esta associada a formacéo de biomassa (L.i et al., 2007).

A importéncia da peptona, tanto para a producdo do rtGH como para a formacao de
biomassa, deve-se ao fato de este componente ser fundamental na composi¢do de meios de
cultivo, destacando-se como complexa fonte de nitrogénio, aminodcidos e vitaminas,
dependendo do tipo de material proteico digerido (carne, caseina, gelatina, entre outros).

Em relacdo a biotina, por ter demonstrado efeito negativo sobre a producdo do rtGH
no delineamento PB, pode-se inferir que, para obtencdo dos melhores niveis de expresséo do
rtGH, deve-se utilizar baixas concentragdes deste componente.

Os parametros escolhidos neste primeiro delineamento experimental, utilizando-se
frascos agitados, foram aqueles mais associados a composicdo dos meios de cultivo
padronizados para esta levedura. Outros parametros importantes, como a temperatura e

agitacdo, foram mantidos de acordo com o considerado 6timo pela literatura (Cregg, 2007;
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Cregg et al., 2009; Li et al., 2007; Weidner et al., 2010). No entanto, € sabido que, em sistemas
de frascos agitados, mesmo com todas as condicGes na faixa 6tima, a formacdo de biomassa e
a producdo heteréloga continuam sendo limitadas pela disponibilidade de oxigénio, o que
torna praticamente impossivel a obtencdo de concentragdes celulares superiores a 13,3 g/L
(Ramchuran et al., 2005; Randone, 2014) e altos niveis de producdo heteréloga em P. pastoris
neste sistema.

Visto que no presente trabalho foi adotada uma estratégia sequencial no planejamento
experimental fatorial, objetivando a otimizacdo da producdo do rtGH em P. pastoris, no
sistema de frascos agitados, os parametros considerados como mais significativos no
delineamento PB — metanol e peptona — foram analisados no delineamento subsequente, o
DCCR. Portanto, este resultado inicial fornece uma primeira impressdo sobre a influéncia de
cada parametro avaliado no screening design, ficando evidentes aqueles pardmetros que
possuem efeito significativo e ndo significativo, seja na producdo de rtGH, seja na formacao

de biomassa.

5.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Na tabela abaixo é apresentada a matriz do DCCR com os valores das concentragdes
das variaveis independentes avaliadas (metanol e peptona), bem como os resultados obtidos
para as variaveis de resposta (producdo de rtGH e formacdo de biomassa) apds 72 h de

indugdo em sistema de frascos agitados.

Tabela 7. Matriz de dados e respostas obtidas no DCCR executado por 72 h de indugéo em
sistema de frascos agitados.

Ensaios | Metanol Peptona Producdode Biomassa

(DCCR) (%) (%) rtGH (mg/L) (g/L)
1 0,5 0,8 0 2,00
2 0,5 3,2 0,30 2,12
3 15 0,8 0,15 2,50
4 15 3,2 0,45 2,66
5 0,29 2,0 0 1,55
6 1,71 2,0 0,42 2,67
7 1,0 0,30 0 2,12
8 1,0 3,70 0,38 2,66
9 1,0 2,0 0,37 2,63
10 1,0 2,0 0,41 2,66
11 1,0 2,0 0,35 2,67
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O DCCR foi bem executado, visto que os valores das respostas obtidas nos ensaios
triplicados do ponto central (condi¢des 9, 10 e 11) ndo apresentaram diferencas significativas
para ambas as respostas avaliadas. Este DCCR foi realizado com o intuito de otimizar a
producdo heteréloga do rtGH em relacdo aos parametros metanol e peptona, assim a analise
da metodologia de superficie de resposta foi realizada apenas em relagdo a variavel de
resposta “producédo de rtGH”. Entretanto, sabendo-se que a producéo de proteinas heterélogas
em P. pastoris estd associada a formagdo de biomassa, a variavel de resposta “formacéo de
biomassa” estd apresentada na Tabela 7 com o intuito de fundamentar e dar razdo a esta
discusséo.

No DCCR executado neste trabalho, a variacdo da concentracdo de rtGH produzido
nas diferentes condicdes ensaiadas (tabela 7) foi de 0 a 0,45 mg/L. Com a aplicacdo deste
resultado na metodologia de superficie de resposta (figura 18) foi possivel obter informacdes
sobre as interacOes entre os parametros avaliados e a faixa de otimizacdo dos mesmos

correlacionada as melhores respostas de producéao do rtGH.
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Figura 18. Grafico de superficie de resposta e superficie de contorno do DCCR tendo como
fatores o metanol e a peptona. A esquerda: gréafico de superficie de resposta. A direita: grafico
de superficie de contorno. A variavel de resposta considerada foi a producédo de rtGH (mg/L).

Analisando a superficie de resposta e a curva de contornos, pode-se verificar a
existéncia de uma regido 6tima para a producdo do rtGH. Esta regido se encontra entre a faixa
de metanol de 1 % a 1,8 % e a faixa de peptona de 2 % a 4 %. Em razdo do modelo utilizado,
foi gerada a equacéo z = -0,63401628164413 + 0,84016029304694 * x - 0,30833374515366 *
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x? + 0,36037702166814 * y -0,060474438541191 * y? + 0,000000000000000395 * x * y +
0,0. De acordo com a equacgdo gerada, 0s niveis reais considerados 0timos para 0 parametro
metanol e peptona foram de 1,55 % e 2,80 %, respectivamente. Ainda, de acordo com este
modelo, a concentracdo predita de rtGH nesses niveis considerados 6timos pode variar de
0,91 a1,12 mg/L, levando-se em consideracdo uma margem de £+ 95% de confianca.

Utilizando os valores considerados 6timos sugeridos pelo modelo obtido no DCCR,
foi realizada a validacdo experimental deste modelo. Os resultados da validacdo estdo
apresentados na figura 19, destacando-se o fato de que, embora a ureia tenha sido utilizada
como um dos ingredientes fonte de nitrogénio durante os experimentos de planejamento
experimental fatorial, no experimento de validacdo, além da ureia, foram testadas condicdes
contendo YNB (tabela 1), a fim de verificar o grau de impacto advindo da substituicdo destas
fontes de nitrogénio sobre a producéo do rtGH.

De acordo com a figura 19, observa-se que nas condi¢fes 3 e 4, cujos parametros
metanol e peptona foram utilizados de acordo com o modelo de otimizagédo, obtiveram-se 0s
melhores niveis de producdo do rtGH, de ~ 2,1 e 2,4 mg/L, respectivamente, superiores a
concentracdo predita (0,91 a 1,12 mg/L). Em relacdo as condicdes 1 e 2, cujos parametros
metanol e peptona ndo foram otimizados (estando de acordo com a tabela 1), os niveis de
producdo do rtGH foram de ~ 0,3 e 0,9 mg/L de rtGH, respectivamente, inferiores as
condi¢cdes otimizadas. Observa-se também que entre a ureia e 0 YNB, quando usadas
separadamente como fonte de nitrogénio, esta ultima resultou em maior nivel de produgéo do
rtGH. No entanto, em relacdo as condi¢des otimizadas (3 e 4), essa diferenca foi menos
expressiva, provavelmente em decorréncia do aumento na concentragdo de peptona de 2 %
(condicdo ndo otimizada) para 2,8% (condicdo otimizada), a qual também pode ser utilizada
como fonte de nitrogénio durante o metabolismo celular. Em suma, estes dados indicam que a
ureia pode ser utilizada como fonte de nitrogénio, significativamente mais barata do que o
YNB, para a expressdo do rtGH nas condic¢des otimizadas para o sistema de frascos agitados

obtidas neste trabalho.
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Figura 19. Perfil eletroforético de proteinas em gel SDS-PAGE 15 % do sobrenadante da
cultura de P. pastoris GS115/pPIC-tGH/Mut* induzida em condicGes ndo otimizadas e
otimizadas. Canaletas: 1: condi¢do ndo otimizada contendo ureia como fonte de nitrogénio; 2:
condicdo ndo otimizada contendo YNB como fonte de nitrogénio; 3: condicdo otimizada
contendo ureia como fonte de nitrogénio; 4: condi¢do otimizada contendo YNB como fonte
de nitrogénio; M — marcador de massa molecular de proteinas (ECL™ Rainbow™ Marker
Full Range); C-: controle negativo (P. pastoris GS115/pPIC-TPP 61).

Os resultados demonstram que o modelo estatistico foi validado com sucesso. Com a
analise da densidometria das bandas foi possivel estimar os niveis de rtGH no gel SDS-
PAGE. A melhor concentracéo de rtGH obtida neste trabalho em sistema de frascos agitados
com as condigOes otimizadas foi de ~2,4 mg/L.

De modo geral, além da existéncia de notavel variacdo, a expressao heterdloga de GHs
de vertebrados em leveduras tem sido caracterizada por baixos niveis de producdo quando
comparados com a expressao em sistemas procariéticos. No caso do hormonio de crescimento
recombinante humano (rhGH), enquanto para bactérias tem sido reportada uma expressdo na
faixa de 0,5 a 2 g/L, em leveduras esta faixa tem sido de 0,5 a 500 mg/L (Apte-Deshpande et
al., 2009). Em frascos agitados, Ecamilla-Trevifio e colaboradores (2000) relataram niveis de
expressdo de 3 a 11 mg/L de rhGH, enquanto Apte-Deshpande e colaboradores (2009),
combinando diferentes meios de cultivo com surfactantes (Tween 20 e Tween 80) relataram a
producédo de 8 mg/L a 240 mg/L, sendo este o valor maximo obtido para o rhGH em frascos
agitados até o presente. Entretanto, com o0 uso de metodologias de otimizacdo de

bioprocessos, bem como com o uso de biorreatores, esses niveis podem ser aumentados em
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dezenas de vezes, conforme sera visto adiante.

5.4 Inducéo do rtGH em biorreator

Nesta etapa do trabalho foi realizada uma fermentacéo, objetivando melhorar os niveis
de producéo do rtGH obtidos em sistema de frascos agitados. No biorreator, modelo STR de
aeracdo mecanica, a producdo do rtGH alcancou niveis significativamente mais elevados,
mesmo em tempo de cultivo menor que o utilizado em frascos agitados. A estratégia de
conducdo do bioprocesso foi a batelada alimentada, dividida em duas fases: a primeira, de
formagéo de biomassa utilizando glicerol como fonte de carbono e, a segunda, de inducgéo do
rtGH utilizando pulsos de metanol como indutor e Unica fonte de carbono.

A fermentagéo foi conduzida com sucesso em tempo total de 80 h, das quais 28 h
corresponderam a fase de formacdo de biomassa e, 52 h, a fase de inducdo. Durante a fase de
formacéo de biomassa, apés a fase lag, a taxa de crescimento especifica em glicerol foi de p =
0,216 h%, proximo ao valor maximo relatado na literatura, de g = 0,24 h'* (Jungo et al., 2006).
A biomassa alcancada ap6s o consumo total do glicerol foi de 31,47 g/L.

Apos o consumo total do glicerol, o metanol foi introduzido ao sistema por pulsos, o
primeiro na concentracdo de 7,5 g/L, e os demais na concentragdo de 15 g/L, em intervalos
aproximados de 3 h. Esses intervalos corresponderam aos picos de oxigénio no sistema,
sinalizando a diminui¢cdo do metabolismo celular por conta do consumo total do metanol a
cada intervalo. Durante a fase de indugdo, a taxa de crescimento especifica em metanol foi
= 0,0172 h’l, inferior ao valor maximo relatado na literatura, de p = 0,14 h! (Jungo et al.,
2006). A formacdo de biomassa em metanol manteve-se crescente até o final do bioprocesso,
chegando a 62,77 g/L de massa celular seca.

Em relacédo a producéo de rtGH, o mesmo foi detectado no meio de cultivo a partir do
tempo de 6 h de inducéo e teve sua concentracdo crescente seguindo uma tendéncia linear até
o final do bioprocesso. A concentracdo maxima de rtGH produzido foi de 250,69 mg/L,
conforme apresentado na figura 20 (grafico a esquerda).

Em relagcdo a cinética dos parametros fisicos, quimicos e fisico-quimicos, os mais
criticos, 0 oxigénio e pH, também estdo mostrados na figura 20 (grafico a direita). Observa-se
uma baixa variacdo do pH, mantido na faixa pH = 5, devido a adicdo de hidroxido de aménio
concentrado ao longo do bioprocesso.

Contrariamente, em relacdo ao oxigénio dissolvido, houve uma acentuada variacdo no
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nivel de saturacdo — de zero a picos de ~ 94,9 %. A diminuicéo do nivel de oxigénio, deveu-se
inicialmente ao consumo de glicerol, e, posteriormente, a0s momentos de intenso consumo de
metanol durante os pulsos, ocorrendo a expressdo do rtGH neste periodo. Ressalva-se que a

temperatura foi mantida constante a 30 °C durante o bioprocesso.
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Figura 20. Perfil cinético da fermentagdo conduzida em meio de cultivo FM22 e biorreator
modelo STR. A abreviacgdo X significa concentracdo celular / formacéo de biomassa.

Apesar dos bons resultados obtidos na producdo heteréloga na fermentacdo realizada
neste trabalho, observa-se que ainda ha possibilidade de implementacdo de melhorias. Por
exemplo, conforme mencionado anteriormente, as taxas de crescimento especifico, tanto em
glicerol como em metanol, ficaram abaixo dos valores registrados na literatura, o que reflete a
necessidade de mais ajustes no sistema, sobretudo no fornecimento de oxigénio.

Analisando o comportamento dos parametros na figura 20 observa-se que, em muitos
momentos, o oxigénio dissolvido chegou a niveis criticos, abaixo de 5 % de saturacdo, em
especial a partir das 28 h, quando a concentragéo celular (X) ultrapassou os 30 g/L. E fato que
a medida que a concentracdo celular aumenta, maior sera a demanda por oxigénio resultante
do metabolismo de metanol. O atendimento a esta demanda significa maior producéo
heter6loga do rtGH. Uma alternativa para manter o nivel de oxigénio acima dos 20 % de
saturacdo recomendados pela literatura, seria o suprimento de oxigénio concentrado ao
sistema nos momentos de maior metabolismo celular.

O nivel de producéo heterologa obtido nesta fermentagédo, de 250,69 mg/L de rtGH,
pode ser considerado satisfatorio em relacdo aos relatos de trabalhos similares disponiveis na

literatura. Por exemplo, para expressdo do rhGH, o relato pioneiro foi o de Ecamilla-Trevifio e
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colaboradores (2000), que obteve o nivel de expressdo em biorreator de 49 mg/L de rhGH.
Em seguida, Calik e colaboradores (2010) obtiveram 150 mg/L de rhGH em 24 h de inducdo.
Posteriormente, Apte-Deshpande e colaboradores (2009) relataram o maior nivel de rhGH

obtido até o0 momento, 500 mg/L, em tempo de 24 h, em condic¢des otimizadas.

5.5 Comparacao dos niveis de rtGH produzido em frascos agitados e biorreator

Sdo significativas as diferengas observadas entre os niveis de producdo do rtGH em
frascos agitados e biorreatores. Esses resultados corroboram a importancia do oxigénio para a
producéo de proteinas heterélogas em P. pastoris. Em biorreator, mesmo em meio definido,
pobre em nutrientes em comparacdo ao meio complexo, e com menor tempo de cultivo, foi
possivel alcangar um nivel de producdo do rtGH cerca de 100 vezes superior ao obtido em
frascos agitados. As condi¢des de oxigénio limitante dos frascos agitados sdo um dos
principais fatores responsaveis pela producdo de baixissimos niveis de rtGH nesse sistema.

Embora tenha sido direcionado um grande esforco para otimizar a producdo do rtGH
em frascos agitados, o baixissimo nivel de producdo obtido demonstra a inviabilidade da
utilizacdo deste método numa concepcao industrial. Além disso, as condi¢des otimizadas
obtidas no sistema de frascos agitados ndo se aplicam para a producdo em biorreator. Nos
bioprocessos conduzidos em reatores, 0s caros componentes utilizados no meio complexo,
como peptona, extrato de levedura, YNB, por exemplo, sdo substituidos pelos componentes
mais baratos dos meios de sais.

Além do mais, em biorreator, por meio dos conhecimentos prévios sobre a taxa de
crescimento especifica da levedura em metanol, bem como pelo monitoramento dos niveis de
oxigénio, é possivel definir estratégias de bateladas (simples, alimentada ou continua) de
fornecimento de metanol ao sistema. Portanto, a concentragdo 6tima de metanol (1,79 %),
encontrada no planejamento experimental fatorial executado neste trabalho para sistema de
frascos agitados pouco se aplica ao nivel de producdo em biorreator.

Por outro lado, ndo se descarta a possibilidade do nivel de rtGH produzido em frascos
agitados ter sido subestimado, tendo em vista que a metodologia de quantificagdo por
densidometria foi precedida por precipitacdo com TCA, e sabe-se que procedimentos de
precipitacdo geralmente sdo acompanhados de perdas de 10 a 20 % da massa proteica.

Apesar de se encontrar relatos na literatura de extremos de expressdo de proteinas

secretadas, como no caso do fragmento C da toxina do tétano, que apresentou um rendimento
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de 12 g/L (Clare et al., 1991b), tem-se em contraste a interleucina-17 humana, para a qual
obteve-se apenas 0,35 mg/L (Murphy et al., 1998). As expressdes realizadas em biorreatores
apresentam tipicamente niveis muito mais altos de expressao do que aqueles alcan¢ados em
frascos agitados, devido a otimizagdo das condi¢cdes de temperatura, pH, fonte de carbono,
aeracgdo entre outros (Cereghino et al., 2002).
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6. CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos nesta pesquisa é possivel concluir que:

4 O clone 32b, fenétipo Mut*, e 1c, fenétipo Mut®, foram identificados como os
mais produtivos em relacdo ao rtGH, considerando-se a expressao heteréloga em sistema de
frascos agitados, o que foi verificado por analise comparativa de densidometria de bandas em
SDS-PAGE;

4 O planejamento experimental fatorial revelou que o metanol e a peptona sdo 0s
parametros mais significativos na producdo de rtGH em frascos agitados. De acordo com o
modelo obtido a partir da execu¢do do DCCR, o nivel 6timo de metanol foi de 1,55%, e da
peptona foi de 2,8 %;

4 A validacdo experimental, utilizando estes parametros nos niveis 6timos,
produziu 2,4 mg/L de rtGH, sendo oito vezes superior a condi¢do ndo otimizada (0,3 mg/L).
Nas condig¢des otimizadas, a ureia pode ser utilizada em substituicdo ao YNB, sem diminuir
significativamente o nivel de producédo do rtGH.

4 A producéo do rtGH foi realizada com sucesso em biorreator, com bioprocesso
conduzido em batelada alimentada com pulsos de metanol;

v O nivel méximo de rtGH produzido no biorreator foi de ~ 250 mg/L em 52 h
de inducdo / 80 h de bioprocesso. Este nivel pode ser considerado satisfatorio em relacdo aos
niveis de producdo de GHs de outros vertebrados relatados na literatura;

4 O nivel de rtGH produzido neste trabalho pode ser melhorado por meio da
otimizacdo dos parametros do bioprocesso, notadamente do oxigénio, cuja variagdo alcancou
niveis criticos abaixo dos 20-30 % de saturacdo recomendados pela literatura;

4 Este trabalho é pioneiro quanto a otimizagédo da producdo do rtGH em frascos

agitados e producdo em biorreator.
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7. PERSPECTIVAS

v Realizar a otimizacao da producgéo do rtGH em biorreator;

v Realizar o ensaio de avaliagcdo do efeito do rtGH in vivo sobre o desempenho
zootécnico de juvenis de tambaqui;

v Investigar a viabilidade de utilizacdo do rtGH na piscicultura;

v Realizar publicagdes em revistas especializadas.
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APENDICE

Solucdes estoques e meios de cultivo utilizados

a) Solucéo estoque 10X YNB (13,4 %):

Yeast Nitrogen Base 34 g/L
Sulfato de aménio 100 g/L

Dissolver 3,4 g de YNB em 90 mL de agua destilada. Adicionar 10 g de (NH4)2SOa e
esperar dissolver. Esterilizar por filtracdo. A solugéo foi estocada a 4 °C.

b) Solucéo estoque 500X Biotina (0,02 %):

Dissolver 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de &gua destilada. A solucdo foi

esterilizada por filtracdo e estocada a 4 °C.

C) Solucéo estoque de 50X glicerol (50 %0):

Glicerol no volume de 50 mL de glicerol (100 %) foi misturado com 50 mL de &gua e

esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos.

d) Solucéo estoque de 10X glicose (20 %):

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

esterilizada em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
e) Solucéo estoque de tampéo 10X fosfato 1 M, pH 6,0 (1 L):
A guantidade de 132 mL de K2HPO4 1 M foi combinada com 868 mL de KH2PO4 1

M. O pH foi ajustado para 6,0 + 0,1 com &cido fosforico ou KOH. A solugdo foi esterilizada

em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
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f) Meio YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose Medium): manutencdo das

linhagens hospedeiras:

Extrato de levedura
Peptona
Glicose

Agar

10 g/L
20 g/L
20 g/L
20 g/L

Este meio foi esterilizado por autoclavagem e as solugdes de glicose e de ampicilina,

na concentracdo de 100 xg/mL, foram adicionadas posteriormente.

9) Meio MD (Minimal Dextrose Medium): meio minimo com glicose e sem

histidinam para selecdo auxotroéfica dos clones transformantes:

YNB
Biotina
Glicose

Agar

13,4 g/L
4x10*g/L
20 g/L
20 g/L

O volume da mistura foi completado com &gua para 1 L e adicionados 100 x«g/mL de

ampicilina.

h) Meio MM (Minimal Methanol Medium): meio minimo com metanol sem

histidina para determinacéo fenotipica Mut* e Muts:

YNB
Biotina
Metanol
Agar

13,4 g/L
4x10*g/L
59/L

20 g/L

A mistura foi completada para o volume final com agua ou agar estéril, para meio

liquido ou sélido, respectivamente, e recebeu ampicilina na concentragao 100 xg/mL.
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)] Meio BMGY-U (Buffered Glycerol Complex Medium): meio complexo

tamponado com glicerol para o aumento de massa celular:

Extrato de levedura
Peptona

Tampao fosfato pH 6,0
YNB ou Ureia

Biotina

Glicerol

10 g/L

20 g/L

100 mM
13,4 g/L
4x10*g/L
10 g/L

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio liquido ou

solido, respectivamente, e recebeu adi¢do de 100 «g/mL de ampicilina.

J) Meio BMMY-U (Buffered Methanol Complex Medium): meio complexo

tamponado com metanol para inducéo da expressdo da proteina heterdéloga:

Extrato de levedura
Peptona

Tampéo fosfato pH 6,0
YNB ou Ueia

Biotina

Metanol

10 g/L

20 g/L

100 mM
13,4 g/L
4x10*g/L
59/L

A mistura foi completada com agua ou agar estéril, para meio liquido ou soélido,

respectivamente, e recebeu adic¢do de 100 xg/mL de ampicilina.

a) Meio FM22 (Basal Sais Medium): meio definido de composi¢do salina

utilizado em biorreator.

KH2PO4
(NH4)SO4
CaS04.2H20
K2SO4

42.9 g/L
59/L
1,09/L
14,3 g/L
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MgS0Oa4.7H20 11,7 g/L
Glycerol 40 g/L
PTM4 1 mL/L

A mistura foi completada com &gua destilada e o pH ajustado para pH 5 com KOH.

b) Solucédo de elementos tracos PMT4 para 0 meio FM22

CuS04.5H20 2,09/L
Nal 0,08 g/L
MnSO4.H20 3,09/L
Na2Mo004.2H20 0,2 g/L
H3BO3 0,02 g/L
CaS04.2H20 0,5¢9/L
CoCl2 0,5g/L
ZnCl2 79/L
FeS04.7H20 22 g/L
Biotina 0,2 g/L
[H2S04] 1mL

A solucdo de PMT4 foi adicionada ao meio FM22 na concentracdo de 1 ml/L. Também foi
adicionada ao metanol como suplemento na concentracdo de 4 mL/L.
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