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RESUMO

O hormoénio foliculo estimulante (FSH) pertence a familia das gonadotrofinas. Esse
horménio glicoprotéico € um heterodimero formado pela associagdo ndo-covalente
de duas subunidades, o e B. As duas subunidades possuem ligacdes dissulfeto
internas e sitios para N-glicosilacdo. A formacado do dimero, com a estruturacao
quaternaria da proteina, é essencial para ligacdo ao receptor e para a atividade
biologica de FSH. O FSH é responsavel por uma série de processos reprodutivos,
como estimulacéo de fungdes testiculares e ovarianas, regulacdo da gametogénese
e sintese de estrégeno. O FSH possui aplicacdes na veterinaria, sendo utilizado em
processos de transferéncia de embrides, sincronizacdo de ciclo estral e
superovulacao de vacas. O rebanho bovino brasileiro € o maior rebanho comercial
do mundo, sendo que o Brasil € o maior exportador mundial de carne bovina. Uma
das estratégias utilizadas para aumentar a produtividade do gado brasileiro € a
tecnologia de transferéncia de embrides, utilizando FSH. O FSH para uso veterinario
€ purificado a partir de extratos hipofisarios de porcos. Esse método apresenta
desvantagens como produtividade, purificacdo e questfes sanitarias. A tecnologia
do DNA recombinante poderia superar essas limitagdes. O sistema de expressao em
Pichia pastoris € vantajoso devido a sua manipulacdo genética facil e rapida e ao
baixo custo e facil escalonamento da producdo. O objetivo deste trabalho foi
expressar FSH bovino recombinante (bFSH) em Pichia pastoris. Trés construcdes
génicas foram arquitetadas: 1) fusdo Ba (bFSH-fus); 2) fusdo Ba separada por um
peptideo conector (bFSH-L); fusdo Ba separada pelo peptideo CTP de gonadotrofina
coribnica equina (bFSH-CTP). Os genes foram clonados no vetor de expressao
pPIC9 e utilizados para transformacdo de Pichia pastoris, linhagem GS115. Clones
positivos foram selecionados e utilizados para a inducdo da expressao em frasco. A
expressdo das proteinas de fusdo em frasco foi eficiente, mas o nivel de producéo
foi baixo. A expressdo das proteinas em fermentador esta sendo otimizada

juntamente com a industria Ouro Fino.



ABSTRACT

Follicle-stimulating hormone (FSH) belongs to the family of gonadotropins. This
glycoprotein  hormone is a heterodimer of non-covalently associated o and
B subunits. There are five intra-chain disulfide bridges in the a-subunit and six in the
B, each containing two N-linked oligosaccharides. The association of the two subunits
and the structural conformation of the whole molecule are essential for receptor
binding and biological activity. FSH is responsible for several reproductive processes
such as stimulation of testicular and ovarian functions, regulation of gametogenesis
and steroid hormone synthesis. In veterinary medicine, FSH has been used for
genetic improvement of cattle, in processes such as embryo transfer, superovulation
and estrous cycle synchronization. The Brazilian livestock is very expressive making
this country a great meat exporter. One of the strategies used to increase the
productivity of Brazilian cattle is the embryo transfer technology. FSH for veterinary
use is purified from pig pituitary extracts. This method presents obstacles associated
with productivity, purification, and sanitary issues. Recombinant DNA technology can
overcome these difficulties by heterologous expression in microbial hosts. The yeast
Pichia pastoris expression system shows many advantages as easy genetic
manipulation, simple and cheap growth media, and easy scale-up. This work aimed
at the production of recombinant bovine FSH (bFSH) in Pichia pastoris. Three
constructs were made: 1) direct Ba fusion (bFSH-fus); 2) Ba fusion separated by a
synthetic linker (bFSH-L); 3) Ba fusion separated by the CTP sequence from equine
chorionic gonadotropin (bFSH-CTP). The fusion genes were cloned into pPIC9
expression vector and used for Pichia pastoris (GS115 strain) transformation.
Expression of the heterologous proteins was efficiently done in shake-flask cultures,
but the protein levels were low. Expression in fermenter cultures has been done
together with Ouro Fino industry for the achievement of higher protein expression

levels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bovinocultura brasileira

O rebanho bovino brasileiro € o maior rebanho comercial do mundo, sendo
composto de aproximadamente 190 milhdes de cabecas de gado (ABIEC, 2011).
Animais de racas zebuinas (Bos indicus) compdem 80% do rebanho brasileiro e
animais de racas taurinas (Bos taurus), 20%. O gado zebuino é de origem asiatica,
principalmente indiana, e esta distribuido por todo o territorio brasileiro. E um gado
que se adapta bem ao clima tropical e € bastante tolerante a parasitas. A raca
Nelore é de destaque, representando cerca de 90% do rebanho zebuino do pais. O
gado taurino é de origem européia, principalmente britanica, e estd concentrado
majoritariamente na regido sul do Brasil, que permite maior adaptacdo climatica
desses animais. Os taurinos sdo conhecidos por sua precocidade sexual, o que
adianta o inicio da vida reprodutiva, sendo vantajosos para o produtor. Hereford,
Shorthon e Angus sdo exemplos de racas taurinas (BARROS; BARCELOS;
NOGUEIRA, 2006).

A bovinocultura de corte representa a maior fatia do agronegocio brasileiro,
gerando um faturamento de mais de 50 bilhGes de reais por ano e oferecendo cerca
de 7,5 milhées de empregos (ABIEC, 2011). O Brasil € o segundo maior produtor
mundial de carne bovina, produzindo mais de 9 milhdes de toneladas de carne por
ano. Os Estados Unidos produzem cerca de 11 milhdes de toneladas, sendo os
maiores produtores mundiais (ABIEC, 2011). Desde 2005, o Brasil lidera o ranking
mundial de exportacdo de carne, superando outros paises como Austrélia, india,
Nova Zelandia e Canada. O Brasil exporta por ano cerca de 2 milhées de toneladas
de carne, o que equivale a aproximadamente 5 bilhdes de ddélares anuais (ABIEC,
2011). Em 2010, por exemplo, o Brasil exportou 1,23 milhdes de toneladas de carne,
faturando 4,8 bilhdes de doélares (ABIEC, 2011). Esses valores representam uma
participagcdo de 28% do comércio internacional, exportando para mais de 170
paises, sendo que a Russia, o Ird e o Egito estdo entre os principais importadores
(ABIEC, 2011).
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Apesar de ser o lider mundial em exportagdo de carne, o Brasil ndo exporta
para os mercados de maior valor agregado. Isso se deve ao risco de febre aftosa por
parte de alguns rebanhos e a qualidade da carne, considerada ruim por alguns
importadores (SIQUEIRA et al, 2007). A dureza da carne, por exemplo, leva a uma
perda econbmica de 7,64 dolares por animal ou perda anual de 217 milhdes de
dolares para a industria bovina norte-americana (SMITH et al, 1995 apud ALVES;
MANCIO, 2007). A bovinocultura brasileira tem, portanto, o desafio de transformar
sua carne em produto destacado, com valor agregado, a fim de se manter como
lider mundial e de ganhar novos mercados. Para atender as necessidades de alta
qualidade é essencial a adequacéo dos sistemas de producdo para a oferta de um
produto que apresente caracteristicas qualitativas como maciez, suculéncia, gordura
e sabor (SIQUEIRA et al, 2007).

Com relagdo a bovinocultura de leite, o Brasil tem passado por indmeras
transformacdes no setor produtivo e vem ganhando destaque mundial nos ultimos
anos. Na década de 90, o Brasil se destacava como grande importador de produtos
lacteos, chegando a registrar déficits anuais de quase 500 milhdes de dodlares devido
as importacdes (CARVALHO, 2010). Melhorias na cadeia produtiva, incorporacdo de
novas tecnologias e um cenario mundial favoravel levaram o Brasil a passar de pais
importador para exportador de laticinios em 2004 (CARVALHO, 2010). De 2000 a
2008, a producdo mundial de leite de vaca apresentou um crescimento médio de
2,1% ao ano, enquanto que no Brasil esse crescimento foi de 4% (CARVALHO,
2010). Somente em 2008, a producgéo nacional apresentou um crescimento de 5,5%
guando comparada com a de 2007 (ALVES et al, 2010). Atualmente o Brasil é o
sexto maior produtor de leite do mundo, produzindo mais de 27 bilhdes de litros por
ano. Os EUA lideram esse ranking, produzindo aproximadamente 86 bilhdes de litros
por ano (ALVES et al, 2010).

Apesar de ter se tornado um pais exportador de leite, o Brasil precisa superar
grandes desafios competitivos para se consolidar no mercado internacional. Os
indices de produtividade do gado leiteiro brasileiro sdo baixos quando comparados
aos de outros paises. Uma vaca brasileira produz em média pouco mais de quatro
litros de leite por dia. Isso equivale a 7,5 vezes menos do que a producéo diaria de
uma vaca americana ou a apenas 20% do que uma vaca francesa produz (ALVES et

al, 2010). Além disso, mesmo com 0s recentes avancos nos sistemas de producao,
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a qualidade do leite brasileiro estd muito abaixo dos padrdes de outros paises, como
Nova Zelandia, Estados Unidos e Inglaterra (CARVALHO, 2010). Comparando-se a
Contagem Bacteriana Total (CBT) do leite brasileiro com a de outros paises, o
namero chega a ser 36 vezes superior no Brasil, indicando falta de cuidados basicos
de higiene no processamento dos laticinios (CARVALHO, 2010). O teor de solidos
do leite brasileiro também é precario. O leite da nova Zelandia, por exemplo, possui
17% a mais de solidos do que o leite brasileiro (CARVALHO, 2010). E necessario
um incremento de solidos no leite, pois isso torna a industria de laticinios mais
competitiva no mercado internacional (CARVALHO, 2010). O Brasil possui
caracteristicas Unicas que o potencializam a ser um bom produtor de leite, mas a

eficiéncia da industria de laticinios ainda precisa ser melhorada (ALVES et al, 2010).

Estratégias que visem o melhoramento genético dos rebanhos podem
potencializar o Brasil a atender as exigéncias do mercado externo, tanto em relacao
a carne quanto ao leite. Inseminacdo artificial e transferéncia de embrides sao
tecnologias de reproducdo importantes para o melhoramento genético do gado
brasileiro (BARROS; NOGUEIRA, 2004; BARROS; BARCELOS; NOGUEIRA, 2006).

A inseminacao artificial consiste em depositar o sémen do macho no utero da
fémea utilizando meios artificiais em lugar da cépula natural. Por tras desse
processo esta toda uma logistica direcionada a producédo e conservacao do sémen e
a escolha de caracteristicas genéticas desejaveis para serem transmitidas de

geracao em geracao.

A transferéncia de embrides consiste na obtencdo de embrides de uma fémea
doadora, de caracteristicas genéticas desejaveis, a fim de transferi-los para uma
fémea receptora que completara o ciclo de gestacdo. Essa técnica € utilizada em
programas de reproducdo bovina hd mais de 20 anos e o Brasil se destaca
mundialmente pela grande quantidade de embribes transferidos (BARROS;
NOGUEIRA, 2004). Quando aliada a duas outras metodologias de producéo,
superovulacao e sincronizagédo do ciclo estral, a implementacdo de programas de
transferéncia de embrides é facilitada e a eficiéncia do processo se torna muito
maior (BARBOSA; MACHADO, 2008; KANITZ et al, 2002). A sincronizac¢do do ciclo
estral permite que as fémeas doadoras e receptoras permanecam na mesma fase
do ciclo no momento da transferéncia dos embrifes, o que beneficia todo o processo

de gestacdo. A superovulagdo consiste na inducdo de ovulagcdo mdaltipla de uma
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fémea doadora, a fim de obter o nUmero méaximo possivel de embrides transferiveis
(MAPLETOFT; STEWARD; ADAMS, 2002).

A sincronizacéo de ciclo estral e a superovulacdo séo alcancadas por meio de
tratamentos hormonais das fémeas, sendo que diversos tipos de tratamentos estao
disponiveis para utilizagio em bovinos. Dentre as preparagdes hormonais
disponiveis no mercado destacam-se a gonadotrofina coriénica (CG) purificada a
partir do soro de equinos; e o horménio foliculo estimulante (FSH) extraido de
glandulas pituitarias de suinos, ovinos e equinos (BARROS; NOGUEIRA, 2004;
MAPLETOFT; STEWARD; ADAMS, 2002). A utilizagdo do FSH como agente indutor
de superovulacdo tem sido extensivamente estudada, sendo que diversas
preparacdes e metodologias de administracdo ja foram testadas, apresentando
eficacias diferentes (BARROS; BARCELOS; NOGUEIRA, 2006). A utilizacao de FSH
como agente indutor de superovulacdo é, portanto, uma alternativa atraente para

auxiliar os processos de melhoramento genético de bovinos brasileiros.

1.2 Horménio Foliculo Estimulante (FSH)

1.2.1 Funcéao e aplicacao

O hormonio foliculo estimulante (FSH) esta envolvido na regulacdo de uma
série de processos reprodutivos como estimulacdo das fungBes ovarianas e
testiculares e gametogénese (PIERCE; PARSONS, 1981). Esse horménio €
produzido e secretado pela hipéfise anterior e € transferido pela circulacdo
sanguinea até suas células-alvo, que se encontram nos ovarios e testiculos. As
células da granulosa presentes nos foliculos ovarianos e as células de Sertoli do
testiculo séo as principais células-alvo do FSH, sendo as Unicas a apresentarem
receptores para esse horménio (SIMONI; GROMOLL; NIESCHLAG, 1997). A
atividade de FSH ocorre quando essa proteina se liga ao seu receptor especifico,
desencadeando uma cascata de sinalizacdo que culmina nos efeitos biolégicos

tipicos do hormonio.

Nos ovarios, o FSH é responsavel pela estimulagdo do crescimento e do

amadurecimento folicular e estimula as células da granulosa a secretarem
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estrogeno. Juntamente com o hormoénio luteinizante (LH), o FSH também regula o
processo de ovulacdo (PIERCE; PARSONS, 1981; RYAN et al, 1988; HARTREE;
RENWICK, 1992).

O ovario contém em seu cértex foliculos ovarianos, que por sua vez contém
ovocitos primérios. Durante a vida intra-uterina, os foliculos ovarianos séo
denominados de foliculos primordiais e consistem de um ovdcito primario envolto por
uma unica camada de células da granulosa (a estrutura dos foliculos ovarianos esta
esquematizada na figura 1). Na vida fetal e apdés o nascimento, esses foliculos
primordiais comecam a crescer e a se desenvolver em foliculos primérios, que por
sua vez se desenvolvem em foliculos secundérios, processos que ainda nao
dependem de atividade hormonal. Durante toda a infancia, o ovario esta repleto de
foliculos priméarios e secundarios. Os foliculos primarios consistem de um ovécito
envolto por diversas camadas de células da granulosa, separadas do ovécito pela
zona peludcida. Os foliculos secundéarios sdo constituidos de ovocito, zona pellcida,
diversas camadas de células da granulosa, uma cavidade em formacdo chamada de
antro primario e um envoltério externo primario, ou teca primaria. Na puberdade,
ocorre a maturacao dos foliculos secundarios em foliculos maduros, processo que €
dependente do FSH. Os foliculos maduros possuem estrutura mais complexa
constituida de ovdcito, zona pellcida, camadas de células da granulosa, antro,
cumulus oophorus (células da granulosa que envolvem e prendem o ovQcito ao resto
da estrutura folicular) e teca organizada em teca interna e externa. Os foliculos
maduros se rompem e liberam os ovdcitos, que serdo colhidos pelas tubas uterinas,
no processo denominado de ovulagéo, regulado tanto pelo FSH quanto pelo LH
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, ¢1999).
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Figura 1. Morfologia dos foliculos primordial, primario, secundario e maduro, presentes no ovario em
diferentes fases de seu desenvolvimento. Adaptado do site http://rge.fmrp.usp.br (acesso em agosto
de 2010).

Nos testiculos, o FSH regula as fun¢gBes das células de Sertoli, provendo
correto desenvolvimento e maturacdo de espermatozéides (PIERCE; PARSONS,
1981; RYAN et al, 1988; HARTREE; RENWICK, 1992).

Os testiculos sao divididos em diversos compartimentos piramidais chamados
de I6bulos testiculares. Estes sdo ocupados por um a quatro tabulos seminiferos,
gue contém células de Sertoli e células da linhagem espermatogénica ou seminal
(Figura 2). Nesses tubulos ocorre a espermatogése. O processo se inicia com a
mitose de espermatogbnias, sendo que as células geradas podem seguir dois
caminhos: sofrer novas mitoses sendo fonte de novas espermatogbnias ou parar de
se dividir a fim de crescer e se desenvolver em espermatdcitos primarios. Estes se
dividem por meiose e, com a primeira divisdo meidtica geram 0s espermatocitos
secundarios. A partir da segunda divisdo meiotica surgem as espermatides. Nas
espermatides termina a fase de divisbes celulares da espermatogénese e se inicia
um processo de modificacdes complexas, chamado de espermiogénese, que leva a

formacdo dos espermatozoéides. As células de Sertoli, sob controle do FSH,
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fornecem suporte e nutricdo aos espermatozoides em formacdo, captam restos
metabdlicos e citoplasmaticos liberados na espermatogénese e secretam proteinas
de ligacdo a andrégenos e estrogenos e um fluido que leva os espermatozéides a
luz do tabulo seminifero (JUNQUEIRA; CARNEIRO, c1999).
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Figura 2. Corte transversal de tubulo seminifero, mostrando as células de Sertoli e as células da
linhagem germinativa ou espermatogénica (espermétides e espermatdécitos). Adaptado do site

http://anatomyforme.blogspot.com (acesso em agosto de 2010).

Devido a suas func¢des reprodutivas, o FSH apresenta importantes aplicacoes
na medicina e na veterinaria, sendo que o mercado para esse horménio é bastante
significativo. Em humanos, o FSH é utilizado para o tratamento de infertilidade e
desordens reprodutivas. Na veterinaria, € usado para melhoramento genético de
animais, em metodologias de superovulacdo de fémeas, sincronizacdo de ciclo
estral, transferéncia de embrifes e fertilizacdo in vitro (KONING et al, 1994; QIAN et
al, 2009; DIAS, 2005).

1.2.2 Estrutura

O hormonio foliculo estimulante (FSH) € membro da familia dos hormonios
glicoprotéicos ou das gonadotrofinas, que também inclui o horménio luteinizante
(LH), a gonadotrofina coriénica (CG) e o horménio tireoestimulante (TSH) (PIERCE;
PARSONS, 1981). Todos os hormdnios glicoprotéicos possuem estruturas quimicas

similares, que sdo as estruturas mais complexas ja vistas dentre os hormonios
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protéicos (RYAN et al, 1988). Cada gonadotrofina consiste de um heterodimero
formado pela associacdo nao-covalente de duas subunidades, o e . As duas
subunidades sé&o glicosiladas em residuos especificos e possuem ligacfes dissulfeto
internas (PIERCE; PARSONS, 1981; RYAN et al, 1988; GHARIB et al, 1990). A
subunidade o é comum a todos os horménios glicoprotéicos e é altamente
conservada entre diferentes espécies. A subunidade B é especifica a cada hormdnio
e, portanto, determina a especificidade hormonal. No entanto, apesar de ser
especifica, ela apresenta alguns residuos conservados entre os quatro hormonios de
uma mesma espécie e também mostra homologia para um mesmo horménio entre
espécies diferentes (PIERCE; PARSONS, 1981; RYAN et al, 1988). A atividade do
hormdnio se expressa apés a interacdo das duas subunidades e a formacédo da
estrutura quaternaria da proteina, sendo que subunidades livres praticamente néo
exibem atividade. O dimero interage com seu receptor especifico e desencadeia
uma cascata de sinalizacdo que por fim gera o sinal biol6gico (PIERCE; PARSONS,
1981; RYAN et al, 1988; HARTREE; RENWICK, 1992).

As sequéncias de aminoacidos das subunidades a e B do FSH de diversas
espécies de mamiferos, mostrando o0s residuos conservados e o0s residuos
envolvidos nas ligacdes dissulfeto e nas glicosilagdes, estdo representadas na figura

3, a seqguir.

A

Subunidade alfa

Bos taurus MDYYRKYAAVILAILSLFLQILHSEPD MQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCC 60
Bos indicus MDYYRKYAAVILAILSLFLQILHSEPD MQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCC 60
Ovis aries MDYYRKYAAAILAILSLEFLQILHSEPD MQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCC 60
Rattus norvegicus MDYYKRYAAVILVMLSMFLHILHSL.PD IQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCC 60
Equus caballus MDYYRKHAAVILATLSVFLHILHSEPD TQDCPECKLRENKYFFKLGVPIYQCKGCC 60
Homo sapiens MDYYRKYAAIFLVTLSVFLHVLHSAPD VODCPECTLQENPFFSQPGAPILQCMGCC 56
Macaca fascicularis MDYYRKYAAVILVTLSVFLHILHSEPD MODCPECKPRENKFEFSKPGAPIYQCMGCC 60
Akkk oo okk ok kkekke o kkk Kk K kkkk | akKk sk . kk kk kK%
Bos taurus FSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 120
Bos indicus FSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAF TKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 120
Ovis aries FSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAF TKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 120
Rattus norvegicus FSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAF TKATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS 120
Equus caballus FSRAYPTPARSRKTMLVPKNITSESTCCVAKAF IRVIVMGNIKLENHTOCYCSTCYHHKT 120
Homo sapiens FSRAYPTPLRSKKTMLVOKNVTSESTCCVAKSYNRVIVMGGEKVENHTACHCSTCYYHKS 116
Macaca fascicularis FSRAYPTPLRSKKTMLVOKNVTSESTCCVAKSLTRVMVMGNVRVENHTOCHCSTCYYHKE 120

khkkkkkhkkk kk o kkkkk
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Subunidade beta
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Homo sapiens -MKTLQFFFLFCCWKAICCNSCELTNITIAIEKEECRFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKD 59
Macaca fascicularis -MKTVQFCFLFCCWKAICCNSCELTNITIAIEKEECRFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKD 59
Equus caballus -MKSVQFCFLFCCWKAVCCNSCELTNITIAVEKEECCGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKD 59
Ovis aries -MKSVQFCFLFCCWRAICCRSCELTNITITVEKEECSFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKD 59
Bubalus bubalis -MKSVQFCFLFCCWRAICCRSCELTNITITVEKEECCGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRD 59
Bos taurus -MKSVQFCFLFCCWRAICCRSCELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRD 59
Bos indicus -MKSVQFCFLFCCWRAICCRSCELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRD 59
Cavia porcellus -MKSIQFCFFFCCWKAICCNGCELTNITITVEREECRFCISVNTTWCAGYCYTRDLVYRD 59
Mus musculus MMKLIQLCILFWCWRAICCHSCELTNITISVEKEECRFCISINTTWCAGYCYTRDLVYKD 60
Rattus norvegicus MMKSIQLCILLWCLRAVCCHSCELTNITISVEKEECRFCISINTTWCEGYCYTRDLVYKD 60
Kk ake sas ok sk akok | kkkkAkkk s sk kkk Akkk kA kkk kA KkA KKKk Kk
Homo sapiens PARPKIQKTCTFKELVYETVRVPGCAHHADSLYTYPVATOCHCGKCDSDSTDCTVRGLGP 119
Macaca fascicularis PARPNIQKTCTFKEVVYETVRVPGCAHHADSLYTYPVATOCHCGKCDSDSTDCTVRGLGP 119
Equus caballus PARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATACHCGKCNSDSTDCTVRGLGP 119
Ovis aries PARPNIQKACTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECHCGKCDRDSTDCTVRGLGP 119
Bubalus bubalis PARPNIQKTCTYKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECQCGKCDCDSTDCTVRGLGP 119
Bos taurus PARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECHCSKCDSDSTDCTVRGLGP 119
Bos indicus PARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECHCGKCDSDSTDCTVRGLGP 119
Cavia porcellus PARPNIQKTCTFKELVYETVRVPGCAHHADSLYTYPVATECQCGKCDSDSTDCTVRGLGP 119
Mus musculus PARPNTQKVCTFKELVYETVRLPGCARHSDSLYTYPVATECHCGKCDSDSTDCTVRGLGP 120
Rattus norvegicus PARPNTQKVCTFKELVYETIRLPGCARHSDSLYTYPVATECHCGKCDSDSTDCTVRGLGP 120

khkkke hk hkekkoekhkkhkhkkeoookhkhkkoekoehkhkhkhkhkhkhkhkhkk Kkek Khkeoe Khhkkkkkkkkkkk

Homo sapiens SYCSFCEVMKE 129
Macaca fascicularis SYCSFSEMKE 129
Equus caballus SYCSFCDMKE 129
Ovis aries SYCSFSDIRE 129
Bubalus bubalis SYCSFSESRE 129
Bos taurus SYCSFREIKE 129
Bos indicus SYCSFREIKE 129
Cavia porcellus SYCSFSEIKE 129
Mus musculus SYCSFSEMKE 130
Rattus norvegivus SYCSFCEVMKE 130
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das subunidades o e p do FSH de diversas
espécies de mamiferos. A) Sequéncias de aminoéacidos das subunidades o. B) Sequéncias de
aminoacidos das subunidades B. A sequéncia do peptideo sinal esta sublinhada e € composta de 24
aminoacidos para a subunidade o e de 18 ou 19 aminoéacidos (dependendo da espécie) para a
subunidade B. O restante da sequéncia corresponde a proteina madura. A subunidade o € composta
de 92 aminoacidos para humanos e 96 para os outros mamiferos e a subunidade B é composta de
111 aminoé&cidos. * idénticos.

corresponde a aminoacidos corresponde a aminoacidos

conservados. . corresponde a aminoacidos similares. Em cinza estéo representados os aminoéacidos

nao conservados. Em azul, os residuos de cisteina envolvidos na formacéo das ligagBes dissulfeto.

Em rosa, os residuos de asparagina aos quais se ligam oligossacarideos N-ligados.

A subunidade o do FSH de varias espécies de mamiferos é codificada por um
gene constituido de quatro éxons separados por trés introns intercalantes. Em
humanos, esse gene esta localizado no cromossomo 6. O mRNA possui tamanho
variado de 730 a 800 nucleotideos dependendo da espécie e codifica um peptideo

sinal, de 24 aminoacidos, seguido da sequéncia da proteina madura, de 92
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aminoacidos para humanos e 96 para outras espécies de mamiferos (Figura 3)
(ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI, 1998). A presenca de ligacdes dissulfeto confere alto
dobramento e estruturacdo tridimensional a subunidade o. Essas ligacdes
estabilizam a estrutura secundéria e terciaria do dimero e sdo essenciais para
manter a atividade biolégica de FSH. A formacéo das ligacfes dissulfeto comeca
logo que a cadeia peptidica é traduzida e é concluida no reticulo endoplasmatico
rugoso apés a interacdo das duas subunidades (ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI,
1998). A subunidade o possui 10 residuos de cisteina (Figura 3), que estao
envolvidos na formacéo de 5 ligagcbes dissulfeto, formadas pela interacdo dos
seguintes pares de cisteina em humanos: Cys7-Cys31, Cys10-Cys60, Cys28-Cys82,
Cys32-Cys84, Cys59-Cys87. Para outras espécies de mamiferos, as ligacdes
dissulfeto sédo formadas pelos seguintes pares de cisteina: Cys11-Cys35, Cysl4-
Cys64, Cys32-Cys86, Cys36-Cys88, Cys63-Cys91. Os pares Cys10-Cys60, Cys28-
Cys82 e Cys32-Cys84 em humanos e Cysl14-Cys64, Cys32-Cys86 e Cys36-Cys88
em outros mamiferos estdo envolvidos na formacdo de um né de cisteina, onde a
ligacdo dissulfeto Cys10-Cys60 ou Cys14-Cys64 passa através de um anel formado
pelas ligacbes dissulfeto Cys28-Cys82 e Cys32-Cys84 ou Cys32-Cys86 e Cys36-
Cys88, dependendo da espécie (FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001). N6s de cisteina
sdo importantes para manter a estabilidade estrutural da proteina e para aumentar a
resisténcia a degradacéao proteolitica. Um esquema representando um né de cisteina

encontrado em proteinas da planta Viola odorata esta exemplificado na figura 4.

Figura 4. Esquema representativo de um né de cisteina presente em um ciclotideo (ou polipeptideo
ciclico) de Viola odorata. As ligag8es dissulfeto estdo representadas em amarelo. As ligacdes 1 e 2
formam um anel pelo qual a ligacéo 3 passa. Adaptado do site

http://www.fkog.uu.se/research/cyclotides/cyclotides.html (acesso em fevereiro de 2011).



27

A subunidade B de FSH é codificada por um gene diferente do gene da
subunidade o, que se localiza no cromossomo 11 em humanos. O gene é
constituido de 3 éxons e 2 introns para a maioria dos mamiferos. O primeiro éxon
contém a sequéncia 5’, que ndo serd traduzida. O segundo e terceiro éxons contém
toda a sequéncia que sera codificada. O gene codifica um peptideo sinal de 18 a 19
aminoacidos e a proteina madura, de 111 residuos de aminoacidos para todos 0s
mamiferos (Figura 3) (ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI, 1998). A subunidade p é
internamente ligada por 6 ligacbes dissulfeto (Figura 3), entre os residuos de
cisteina Cys3-Cys51, Cysl7-Cys66, Cys20-Cys104, Cys28-Cys82, Cys32-Cys84 e
Cys87-Cys94 para todas as espécies de mamiferos. Também h& né de cisteina na
subunidade B, onde a ligacdo dissulfeto Cys3-Cys51 passa pelo anel formado entre
as ligacdes Cys28-Cys82 e Cys32-Cys84 (FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001).

As duas subunidades de FSH possuem dois sitios para ligacdo de
oligossacarideos N-ligados, que sdo oligossacarideos que se ligam a grupos amina
de residuos de asparagina. Nao existem sitios para ligacao de oligossacarideos O-
ligados, que sao acgUcares que se ligam a grupos hidroxila de residuos de serina ou
treonina. Na subunidade o de humanos, os oligossacarideos se ligam aos residuos
de asparagina Asn52 e Asn78 (Figura 3). Na subunidade o de outras espécies de
mamiferos, ha oligossacarideos ligados aos residuos Asn56 e Asn82 (Figura 3). Na
subunidade B de todos os mamiferos, 0os aclcares se ligam aos residuos Asn7 e
Asn24 (Figura 3) (FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001; ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI,
1998).

Os oligossacarideos presentes em FSH séo altamente complexos e possuem
uma estrutura central comum de cinco carboidratos: trés manoses e duas acetil-
glucosaminas. A glicosilacdo das duas subunidades de FSH se inicia assim que as
cadeias polipeptidicas sdo formadas. Um oligossacarideo precursor € transferido
aos grupos amina das asparaginas dos sitios de glicosilagdo (sitios de sequéncia
consensu Asn-X-Ser/Thr) por uma dolicol fosfatase. Ocorre processamento
subsequente desse oligossacarideo precursor no complexo de Golgi, com remocéao
e adicdo de alguns residuos. O resultado € a formacdo do oligossacarideo final,
constituido da estrutura central comum onde se ligam diversas ramificagfes
sacaridicas. Essas ramificacbes podem consistir de manose, fucose, galactose, N-

acetil-galactosamina (GalNAc), N-acetil-glucosamina (GICNAc) e também podem
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conter residuos de sulfato e &cido sidlico (Figura 5A) (HARTREE; RENWICK, 1992;
ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI, 1998). De acordo com sua estrutura, 0S
oligossacarideos N-ligados podem ser agrupados em um dos seguintes tipos: tipo
rico em manose, tipo complexo e tipo hibrido. No tipo rico em manose, residuos de
manose se ligam a estrutura central comum. No tipo complexo, diferentes
carboidratos podem se ligar a estrutura central. O tipo hibrido possui caracteristicas
dos dois outros grupos, onde residuos de manose e também de outros carboidratos
podem se ligar a estrutura comum (Figura 5B) (HARTREE; RENWICK, 1992;

MACAULEY-PATRICK et al, 2005).
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Figura 5. Glicosilacdo em FSH. A) Exemplos de estruturas de oligossacarideos presentes em FSH
ovino, bovino e humano. Adaptado de Ulloa-Aguirre; Timossi (1998). B) Os trés tipos de estrutura de
oligossacarideos N-ligados: rico em manose, complexo e hibrido. Adaptado de Macauley-Patrick et al
(2005).

A glicosilacdo de FSH é essencial para sua atividade biol6gica e para a
determinacdo da sua meia-vida na circulacdo sanguinea (FARES, 2006; FOX; DIAS;
VAN ROEY, 2001; ULLOA-AGUIRRE et al, 1999). A glicosilacdo da subunidade B
esta relacionada a meia-vida de FSH, sendo que a glicosilagdo de Asn24 é mais
influente na taxa de secre¢do de FSH que a de Asn7 (FOX; DIAS; VAN ROEY,
2001). Ja a glicosilacdo da subunidade a esta relacionada a atividade biologica. A

glicosilagdo de Asn78 em humanos ou Asn82 em outros mamiferos é importante

para a estabilidade térmica da proteina e a de Asn52 ou Asn56, dependendo da
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espécie, esta intimamente relacionada a poténcia biolégica de FSH. Deglicosilacédo
de Asn52 bloqueia completamente a transdugao do sinal, apesar de permitir ampla
ligacdo de FSH ao seu receptor (FARES, 2006; FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001,
ULLOA-AGUIRRE et al, 1999). Os residuos de &cido siélico e sulfato presentes nos
oligossacarideos também estdo envolvidos com a taxa de liberagdo do horménio na
circulagdo. A sulfatacdo favorece a remocéo de FSH da circulagéo por uma proteina
das células hepaticas que se liga a glicoproteinas sulfatadas. Em contraste, a
presenca de acido sialico diminui sua retencéo pelo figado e consequentemente sua
degradacéo (ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI, 1998).

Elucidacbes acerca da estrutura tridimensional de FSH comecaram a
aparecer por volta da década de 1980, a partir de estudos de analise de sequéncias,
estudos imunoldgicos e estudos estruturais de dicroismo circular e fluorescéncia. As
analises de dicroismo circular, por exemplo, revelavam alto conteudo de estruturas f3
e baixo contetdo de a-hélices, o que condizia com altos conteudos de prolina, com
elevado numero de ligacBes dissulfeto e com conformacdo empacotada (PIERCE;
PARSONS, 1981; RYAN et al, 1988). Em 2001, determinou-se a estrutura cristalina
do FSH humano (na forma de um mutante BT26A expresso em células de inseto) a
uma resolucéo de 3.0 A (FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001). Essa estrutura cristalina
(Figura 6) mostra que as duas subunidades de FSH apresentam topologias
similares, onde o né de cisteina € o motivo central. Cada subunidade possui seis
fitas B, que se organizam em 3 grampos B, onde duas fitas  adjacentes se dobram
adquirindo conformacao antiparalela e permanecem ligadas por uma dobra  (ou
loop) altamente flexivel de 5 aminoacidos. Esses grampos sdo estabilizados e
associados pelas ligagOes dissulfeto. Os trés grampos [ de cada subunidade se
estendem a partir do né de cisteina, sendo que um se estende para uma
extremidade da molécula e os outros dois para a extremidade oposta. Isso faz com
gue os loops do primeiro e terceiro grampos (loops L1 e L3) sempre figuem voltados
para a mesma extremidade e o loop do segundo grampo (loop L2) para a
extremidade oposta. O loop L2 é mais longo e mais extenso, mas sua extremidade
fica mais proxima ao centro do heterodimero (DIAS; VAN ROEY, 2001). Na
subunidade a, o loop L2 inclui o Gnico segmento de a-hélice presente na molécula
de FSH. Essa a-hélice se orienta perpendicularmente as fitas 3. O loop alL2 esta

relacionado a formacéo das ligacdes dissulfeto do n6 de cisteina e a formacéo do
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heterodimero e contém residuos essenciais para a ligacdo de FSH ao receptor. O
loop PBL2 contém residuos importantes para a estabilizacdo da estrutura

heterodimérica e para a associa¢do das subunidades.

Figura 6. Estrutura cristalina de FSH. A) Imagem extraida de Dias; Van Roey (2001). B) Imagem
extraida do RCSB Protein Data Bank (PDB: 1FL7).

As duas subunidades, quando associadas no dimero, se alinham de forma
antiparalela e se entrelacam intimamente de forma que os loops BL1, alL2 e BL3 se
voltem para uma extremidade e os outros loops para a extremidade oposta. As duas
subunidades estdo intimamente associadas por contatos intermoleculares. H& um
segmento da subunidade B, um loop entre os residuos 84 a 104 da regido C-
terminal, que se enrola ao redor das fitas B 2 e 3 da subunidade o, 0 que resulta no
envolvimento da subunidade o pela subunidade (. Esse loop foi referido como loop
‘cinto de seguranga” e parece ser estabilizado pela ligagdo dissulfeto entre os
residuos Cys20 e Cys104 da subunidade . Ele é essencial para a interagdo do FSH
com seu receptor (FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001; ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI,
1988).

Regifes especificas da molécula de FSH sdo responséaveis por funcgdes

especificas, como interacdo entre as duas subunidades, ligacdo do dimero ao
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receptor ou transducdo do sinal e atividade biologica (FOX; DIAS; VAN ROEY,
2001). Sabe-se que regides tanto da subunidade o quanto da 3 estdo envolvidas na
interacdo de FSH com seu receptor (ULLOA-AGUIRRE; TIMOSSI, 1998; PIERCE;
PARSONS, 1981).

O receptor de FSH pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G.
Os receptores que pertencem a essa familia consistem de uma cadeia polipeptidica
de tamanho variado que se dobra sete vezes formando uma estrutura de serpentina
que atravessa a bicamada lipidica da membrana plasmatica. Essas sete dobras ou
hélices transmembrénicas sao orientadas perpendicularmente ao plano da
membrana e possuem caracteristicas hidrofébicas. Elas sdo conectadas por trés
alcas intracelulares e trés algcas extracelulares hidrofilicas (Figura 7) (BOURNE;
ROBERTS, 1997; SILVA, 2002). Mais precisamente, o receptor de FSH pertence a
subfamilia dos receptores que contém repeticbes ricas em leucina, que sao
caracterizados por longos dominios extracelulares ricos em repeticbes de leucina
(FAN; HENDRICKSON, 2005). Os dominios extracelulares sdo responsaveis pela
especificidade e alta afinidade da ligacdo horménio-receptor. Os dominios
transmembrana e intracelulares sdo responsaveis pela ativacdo do receptor e da
cascata de transducdo do sinal via proteina G (FAN; HENDRICKSON, 2005;
BOURNE; ROBERTS, 1997; SILVA, 2002).
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Figura 7. Estrutura do receptor de FSH, mostrando os dominios extracelulares, transmembranosos e
intracelulares. Adaptado de Aguirre e Timossi (1998).
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O receptor de FSH se enrola ao redor da molécula de FSH, interagindo com
os loops alL2 e BL2, com a regido C-terminal de o e com o loop C-terminal de B. Ha,
portanto, envolvimento substancial das duas subunidades de FSH na interagdo com
o receptor (FAN; HENDRICKSON, 2005; FOX; DIAS; VAN ROEY, 2001).

1.2.3 Producéao comercial

O FSH para uso veterinario € produzido principalmente a partir de extratos
hipofisarios de porcos. Os métodos de producdo sdo muitas vezes exaustivos. As
preparacdes hormonais de fontes animais devem passar por extensivo
processamento, a fim de concentrar e purificar a proteina desejada e de diminuir o
risco de transmissdo acidental de doencas. Como técnica para diminuir a
transmissao de doencas, as preparacdes de gonadotrofinas para uso veterinario sao
usualmente obtidas de espécies de animais que ndo serdo as espécies receptoras

do hormdnio, pois muitos patdégenos séo espécie-especificos (KONING et al, 1994).

As preparacdes de FSH obtidas a partir de extratos hipofisarios nunca séo
completamente puras, apresentando tracos de outras gonadotrofinas. Essa
contaminac¢do de FSH com outros horménios pode ser prejudicial no momento da
sua utilizagdo em tratamentos hormonais de bovinos. Um dos grandes problemas na
administracdo de FSH é a contaminacdo das preparacdes disponiveis com LH, que
apresenta efeitos negativos na producdo e na qualidade dos embrides bovinos. O
nivel maximo de contaminacdo com LH em uma preparacdo de FSH deveria ser de
15 a 20% (BARROS; NOGUEIRA, 2004).

Para uso na medicina, a hipo6fise poderia ser uma fonte de FSH, mas isso
obviamente ndo constitui um método industrialmente Util para obtencdo de
horménios humanos. A urina, em contrapartida, € uma fonte muito utilizada. Desde
1960, FSH da urina de mulheres que se encontram na pos-menopausa € usado na
medicina. A producao de uma dose (7,5 mg) de FSH requer aproximadamente 2,5 L
de urina. Por causa das relagbes bioquimicas e estruturais existentes entre as
gonadotrofinas, as preparacbes de FSH humano urinario podem conter

contaminacgdes de outros hormonios glicoprotéicos (KONING et al, 1994).
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E importante que se busque o desenvolvimento de novas metodologias para a
producdo de FSH para aplicacdo tanto na medicina quanto na veterinaria. A
tecnologia do DNA recombinante apresenta algumas vantagens, pois pode
solucionar os problemas de purificacdo, fonte e transmissdo de patdgenos
associados aos métodos tradicionais de aquisicdo de hormdnios glicoprotéicos. A
escolha dos sistemas de expressao heteréloga é altamente importante, j& que o FSH
é glicosilado e a glicosilacao influencia na bioatividade e na meia-vida do hormdnio
na circulacado (KONING et al, 1994).

Na década de 1990, industrias farmacéuticas deram passos importantes para
a producado de FSH recombinante. As empresas Ares-Serono da Suiga e Orthon dos
EUA foram as pioneiras nas pesquisas nessa area (KONING et al, 1994). Elas
conseguiram expressar eficientemente FSH humano (hFSH) recombinante em
células de ovario de hamster (células CHO). O hFSH recombinante induziu
superovulacdo em animais, sendo depois testado em humanos, apresentando
resultados satisfatorios no tratamento de subfertilidade. Posteriormente, a empresa
Organon da Holanda também buscou o desenvolvimento de hFSH recombinante e
conseguiu produzir um horménio (também em células CHO) que apresentou
resultados muito satisfatérios em testes clinicos (KONING et al, 1994; LEEUW et al,
1996). Hoje em dia, os hFSHs recombinantes das empresas Serono e Organon
estdo disponiveis no mercado brasileiro. Seus nomes comerciais sdo Gonal-F e
Puregon, respectivamente, e eles sao amplamente utilizados em tratamentos
reprodutivos no Brasil (LONGUI, 2005). A eficacia de tais preparacdes € comparavel
a de FSHs urinarios na estimulacdo do desenvolvimento folicular em mulheres que
utilizam fertilizac&o in vitro. Além disso, eles oferecem vantagens por poderem ser
produzidos continuamente em grandes quantidades com alto nivel de pureza
(GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001). O hFSH obtido a partir da urina continua a ser
comercializado e também esta disponivel no mercado brasileiro (LONGUI, 2005).

Apesar de Gonal-F e Puregon serem as uUnicas preparacfes de hFSH
recombinante disponiveis para comercializacdo, seu desenvolvimento foi impactante
no ambiente cientifico e levou a um crescente interesse pela busca de novas
estratégias para a producédo de gonadotrofinas recombinantes. Diversos grupos de
pesquisa comegaram a arquitetar estratégias estruturais variadas para a obtencao

de hormoénios glicoprotéicos recombinantes. Quanto as gonadotrofinas humanas
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recombinantes, o principal sistema de expressdo heterdloga utilizado foi o das
células CHO. No entanto, as formas de se expressar os horménios foram diversas.
Nos primeiros experimentos, procurava-se a expressao das subunidades o e B
separadamente. Esperava-se posterior interacao eficiente das duas subunidades,
mas problemas de estequiometria e de dissociacdo eram percebidos. Buscou-se o
desenvolvimento de modelos que pudessem superar essas limitacdes relativas a
associacdo das duas subunidades (GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001). Nesse
sentido, gonadotrofinas com as duas subunidades fusionadas foram produzidas. A
primeira gonadotrofina a ser produzida dessa forma foi a gonadotrofina coriénica
humana (hCG) (SUGAHARA et al, 1995). A regido C-terminal de  foi geneticamente
fusionada a regidao N-terminal de o (hCGpa). A regido C-terminal da subunidade 3
de hCG funcionou como uma ponte conectora entre as duas subunidades. Isso
porque a regido C-terminal de B de CG, denominada de CTP (C-terminal peptide)
difere das de FSH, LH e TSH, por apresentar uma extensdo de 30 residuos de
aminoacidos rica em prolina e serina com pelo menos quatro oligossacarideos O-
ligados (PIERCE; PARSONS 1981; HARTRE; RENWICK, 1992; GARCIA-
CAMPAYO; BOIME, 2001). Esse hormbnio recombinante apresentou atividade
biolégica comparavel a do heterodimero nativo. A partir desse modelo, cadeias
fusionadas de FSH, LH e TSH também foram desenvolvidas. No entanto, devido a
curta extensdo da regido C-terminal das subunidades B desses horménios, o
espacamento entre as duas subunidades no dimero ficou reduzido, o que poderia
perturbar a conformacéo tridimensional da proteina (GARCIA-CAMPAYO; BOIME,
2001). Desse modo, a adicdo de sequéncias espacadoras exdgenas entre as
subunidades 3 e o de FSH, LH e TSH comecou a ser considerada. hFSH de fuséo
Ba, por exemplo, ja foi expresso com sequéncias espacadoras (SUGAHARA et al,
1996). CTP de CG ja foi usado como peptideo conector entre as duas subunidades
de gonadotrofinas (GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001). Ligac¢Oes dissulfeto entre as
duas subunidades também foram utilizadas como espacadores. Quimeras de fusdo
tripla, com subunidades a ligadas a duas subunidades B diferentes, também ja foram
expressas em células CHO (GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001b).

Quanto a producédo de FSH recombinante para uso veterinario, ndo existem
preparacdes comerciais disponiveis. No entanto, FSHs animais j& foram expressos

em diversos sistemas de expressdo heteréloga por diversos grupos de pesquisa.
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FSH bovino (bFSH) ja foi produzido em leite de camundongos e de coelhos
transgénicos (GREENBERG et al, 1991; COULIBALY et al, 2002), em baculovirus
(VAN DE WIEL et al, 1998), em plantas (DIRNBERGER et al, 2001), na levedura
metilotrofica Hansenula polymorpha (QIAN et al, 2009) e na levedura metilotrofica
Pichia pastoris (HUO et al, 2007). Expressdo em Pichia pastoris também foi
realizada para FSH de peixe (Danio rerio) (YU et al, 2008), de tilapia (AIZEN et al,
2007), de ovelhas (FIDLER et al, 2003) e de porco (RICHARD et al, 1998; BOZE et
al, 2000).

As estratégias estruturais para a expressdo de FSH recombinante para uso
veterinario também sao diversas. Ja foram produzidos FSHs bovinos (bFSH) onde
as subunidades o e [ separadas eram co-expressas (GREENBERG et al, 1991,
VAN DE WIEL et al, 1998; COULIBALY et al, 2002; HUO et al, 2007; QIAN et al,
2009). Esses bFSHs eram biologicamente ativos, mas o niveis de expressao foram
muito baixos. bFSH com as subunidades fusionadas também ja foi expresso e
utilizado em testes de superovulagdo de camundongos, mas apresentou atividade
biolégica menor que a de gonadotrofinas naturais (DIRNBERGER et al, 2001). FSH
de porco ja foi produzido com as duas subunidades separadas, clonadas em vetores
diferentes co-expressos (BOZE, 2000; RICHARD et al, 1998). FSH de ovelhas ja foi
produzido com as subunidades em fuséo PBa separadas por um espacador pequeno
de dois aminoécidos, sendo capaz de se ligar ao receptor apresentando atividade
bioldgica (FIDLER et al, 2003). FSH de peixe biologicamente ativo (Danio rerio) ja foi
produzido tanto com as subunidades separadas como fusionadas, mas conectadas
por seis histidinas (YU et al, 2008). FSH de tilapia também ja foi produzido em fuséo

Ba com o espacador de seis histidinas (AIZEN et al, 2007).

Abaixo esta representada uma tabela mostrando os diferentes tipos de FSH
animais ja expressos, indicando os sistemas heter6logos e as estratégias estruturais
utilizados para sua expressdo, bem como a presenca ou auséncia de atividade

bioldgica.



36

Tabela 1. Diferentes tipos de FSH animais ja expressos, indicando os sistemas heterélogos e as

estratégias estruturais utilizadas para sua producao e a presenca ou auséncia de atividade biolégica.

Sistema

Atividade

FSH 2 Estrutura o Referéncia
Heterblogo biolégica
Bovino Leite de Subunidades o e Biologicamente  Greenberg
camundongo  separadas ativo etal, 1991
Bovino Leite de Subunidades a e f3 Biologicamente  Coulibaly et
coelho separadas ativo al, 2002
Bovino  Baculovirus Subunidades o e B Biologicamente  Van de
separadas ativo Wiel et al,
1998
Bovino  Planta Subunidades o e Biologicamente  Dirnberger
fusionadas sem ativo et al, 2001
espacador
Bovino  Hansenula Subunidades a e Biologicamente  Qian et al,
polymorpha separadas ativo 2009
Bovino  Pichia pastoris Subunidades o e B Biologicamente Huo et al,
separadas ativo 2007
Peixe Pichia pastoris Subunidades o e Biologicamente  Yu et al,
separadas e em fusdo  ativo 2008
Bo /espacador de 6
histidinas
Tilapia  Pichia pastoris Subunidades o.e B em  Biologicamente  Aizen et al,
fusdo Bo /espacador de  ativo 2007
6 histidinas
Ovelha Pichia pastoris Subunidades oo e p em  Biologicamente Fidler et al,
fusdo Bo /espacador de  ativo 2003
2 aminoacidos
Porco  Pichia pastoris Subunidades a e B Biologicamente  Richard et
separadas ativo al, 1998
Boze et al,
2000
1.3 Expresséo heter6loga em Pichia pastoris
Leveduras Vvém se estabelecendo como importantes ferramentas

biotecnolégicas para a produgdo de proteinas heterdlogas de aplicagéo tecnoldgica
e industrial. Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha,
Schizosaccharomyces pombe, dentre outros, vém se fortalecendo como importantes
sistemas de expressdo heterdloga (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992;
HOLLENBERG; GELLISSEN, 1997).
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S. cerevisae foi a primeira levedura a ser utilizada como sistema de
expressdo, devido a grande quantidade de conhecimentos acumulados sobre sua
genética e fisiologia. No entanto, essa levedura nem sempre se mostrou como ideal
para a expressdo de proteinas, apresentando muitas vezes niveis baixos de
producdo (CREGG; VEDVICK; RASCHKE, 1993).

P. pastoris ja foi utilizada com sucesso para a expressao de uma grande
variedade de proteinas heterélogas (HIGGINS, 1995; CEREGHINO et al, 2002).
Esse sistema de expressdo apresenta diversas vantagens quando comparado a
outros. P. pastoris cresce rapidamente atingindo altas densidades celulares em
meios de cultura simples. Sua manipulacéo genética é facil e rapida. E uma levedura
que permite altos niveis de producao de proteinas, que podem ser expressas em
ambiente intracelular ou secretadas para o meio de cultura. Possui sistema de
modificacdo pds-traducional, possibilitando processamento e dobramento protéico,
glicosilagdo e formacgdo de ligagOes dissulfeto (ROMANQOS, 1995; HIGGINS, 1995
CEREGHINO et al, 2002). E o sistema de expressdo mais simples de ser
escalonado, 0 que o torna muito atrativo para a producdo de proteinas em escala
industrial (ROMANOS, 1995; MACAULEY-PATRICK et al, 2005). E mais facil, rapido
e barato que outros sistemas eucariéticos de expressdo como baculovirus ou células
de mamifero (HIGGINS, 1995). Essas caracteristicas fazem de P. pastoris uma

levedura muito Gtil para a producéo de diversas proteinas (CEREGHINO et al, 2002).

O sistema de expressdo em P. pastoris, no entanto, assim como qualquer
outro sistema de expressdo heterdloga, ndo se encontra isento de dificuldades e
desvantagens (ROMANOS, 1995). O problema mais comum relativo a esse sistema
€ 0 de protedlise de peptideos secretados. Muitas proteinas produzidas em Pichia
permanecem instaveis no meio de cultura, onde podem ser rapidamente degradadas
por proteases (CREGG et al, 2000). Outro problema é a secrecao ineficiente de
proteinas complexas. Além disso, exemplos de producdo baixa ou falhas na
producdo se acumulam e alguns genes ndo dao origem a proteinas detectaveis em
Pichia (ROMANOQOS, 1995).

A expressdo de proteinas heterélogas em P. pastoris é alcancada pela
introducdo e integracdo de vetores de expressdo na levedura. Isso pode ser
realizado com a utilizagdo de diversas metodologias como: remoc¢do enzimatica da

parede celular e formacdo de esferoplastos; tratamento com cloreto de litio; e
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eletroporagdo (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992). Eletroporacdo € a
metodologia que se tornou mais popular, possibilitando eficientes transformacoes
(DALY; HEARN, 2005). Os vetores para a transformacdo de Pichia sdo diversos e
diferem principalmente com relacdo as marcas de selecdo, a presenca ou auséncia

de sequéncias sinal de secrecao e ao tipo de promotor utilizado.

Os marcadores de selecdo utilizados na transformacao de Pichia séo diversos
e podem ser auxotréficos ou dominantes (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992). O
marcador auxotrofico mais utilizado em Pichia é o gene da histidinol desidrogenase -
HIS4 (ROMANOS, 1995). Esse marcador é utilizado para a transformacédo de
linhagens celulares mutantes que nao possuem esse gene (GS115, KM71 e
SMD1168, por exemplo). Essas linhagens sao incapazes de crescer em meio sem
histidina. Quando transformadas com um vetor que contém a marca de selecéo
HIS4, esse gene compensa a producdo de histidina e os transformantes sao

selecionados pela habilidade de crescer em meio sem histidina.

Os marcadores de selecdo dominantes mais utilizados sdo genes de
resisténcia a kanamicina ou a zeocina (CREGG et al, 2000). Apos transformacéo
com esses vetores, 0s mutantes sdo selecionados pela habilidade de crescer em
meio contendo o antibiético em questdo. A selecdo direta dos transformantes é
ineficiente. Portanto, logo apos a transformacao, os mutantes devem ser plaqueados
primeiramente em meios nao-seletivos para depois serem selecionados com o
antibiético (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992).

Em Pichia pastoris, as proteinas podem ser secretadas para o meio de cultura
ou expressas intracelularmente. A secrecdo pode ser necessaria para correto
dobramento de cadeias polipeptidicas e é vantajosa no processo de purificacdo, pois
0 produto secretado se encontra em meio com pouquissima quantidade de outras
proteinas (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992). A secrecado requer a presenca de
uma sequéncia ou peptideo sinal na proteina expressa para que ela possa seguir a
via de secrecdo. A sequéncia de DNA que codifica esse sinal de secrecdo €
colocada adjacente ao promotor dentro do vetor de expressdo. Uma grande
variedade de peptideos sinal ja foi utilizada, incluindo o sinal nativo presente em
algumas proteinas heterdlogas. O sucesso das sequéncias sinal diferentes é

variavel. A sequéncia sinal de secrecdo do mating factor « (MF-a) de S. cerevisae
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vem sendo utilizada com maior sucesso. A sequéncia sinal derivada do gene da
fosfatase acida (PHO1) também é utilizada (CREGG et al, 2000).

Com relagdo aos promotores, o promotor AOX1 foi o primeiro a ser
desenvolvido para expressdo em Pichia e até hoje € um dos mais utilizados. P.
pastoris € uma levedura metilotrofica, ou seja, € capaz de utilizar metanol como
Unica fonte de carbono pela ativagdo de uma via metabdlica especifica. A primeira
etapa dessa via € a oxidacdo de metanol a formaldeido pela enzima alcool oxidase,
com a liberacéo de peroxido de hidrogénio. Para evitar a toxicidade do peréxido de
hidrogénio, essa reacéo ocorre dentro dos peroxissomos (HIGGINS, 1995). Quando
P. pastoris se encontra em meio com metanol como Unica fonte de carbono, a
enzima alcool oxidase e outras enzimas da via de utilizacdo do metanol séo
produzidas em altos niveis (CREGG; VEDVICK; RASCHKE, 1993; HOLLENBERG;
GELLISSEN, 1997). A alcool oxidase chega a representar mais de 30% das
proteinas solUveis das células nessas condicbes. Quando em meios com glicose,
glicerol ou etanol como fonte de carbono, a enzima é indetectavel (CREGG,;
VEDVICK; RASCHKE, 1993). Dois genes codificam a alcool oxidase, os genes
AOX1 e AOX2. AOX1 é o principal responsavel pela presenca da enzima na célula
(HIGGINS, 1995). O promotor AOX1 é um promotor forte e altamente regulado a
nivel transcricional. Ele se encontra reprimido em meio contendo glicose e é
induzido em meio contendo somente metanol como fonte de carbono. Qualquer
traco de glicose, mesmo na presenca de metanol, é capaz de reprimir o gene
(CEREGHINO et al, 2002). Devido a essas caracteristicas, o promotor AOX1 se
tornou visado para utilizacdo na regulacdo da expressdo de proteinas heter6logas
em Pichia pastoris (CREGG; VEDVICK; RASCHKE, 1993; HOLLENBERG;
GELLISSEN, 1997). O gene AOX1 foi isolado e uma versdo desse promotor é
utilizada em vetores a fim de levar a expressao do gene de interesse que codifica a
proteina desejada (KOUTZ et al, 1989).

Recentemente, vetores que contém promotores alternativos ao AOX1 vém
sendo muito utilizados. Esses promotores néo requerem a indugcdo com metanol,
que pode ser indesejada em alguns casos, como por exemplo, na producdo de
produtos alimenticios ou em fermentacdes em larga escala, que requerem grandes
guantidades de metanol, que é inflamavel (CEREGHINO; CREGG, 2000). Os

promotores constitutivos derivados do gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase



40

(GAPDH) de P. pastoris (CREGG et al, 2000) e do gene PGK1 que codifica a 3-
fosfoglicerato quinase (ALMEIDA; MORAES; TORRES, 2005; ARRUDA, 2008) sao
utilizados com sucesso. Esses promotores permitem a expressao constitutiva de
proteinas heter6logas em meio com glicose ou glicerol. Os niveis de expressado sao
comparaveis e as vezes até maiores que os de AOX1. Esses promotores sdo
vantajosos por ndo demandarem a troca de meios de cultura com fontes de carbono
diferentes. No entanto, por serem constitutivos, ndo sdo recomendaveis para a
expressao de proteinas toxicas (CEREGHINO; CREGG, 2000).

A transformacdo de P. pastoris ocorre por integracdo do cassete de
expressdo em locus especificos do cromossomo, gerando transformantes estaveis.
A integracdo no genoma ocorre por recombinacdo homéloga quando o cassete de
expressdo contém regides homodlogas ao genoma de Pichia, sendo que ela pode

ocorrer via inser¢ao ou substituicdo (DALY; HEARN, 2005).

Em vetores com promotor AOX1 a integracdo por insercdo normalmente
ocorre em 1 a 10% dos transformantes e pode resultar em mdltiplos eventos de
integracdo in tandem devido a repetidas recombinagbes. Ja a integracdo por
substituicdo ocorre a uma frequéncia de 5 a 25% dos transformantes e geralmente
resulta em transformantes com uma Unica cépia do gene desejado. No entanto,
esses transformantes sdo mais estaveis geneticamente. A substituicdo € alcancada
guando se digere o vetor de maneira que suas extremidades 5’ e 3’ correspondam
as extremidades 5 e 3’ do AOX1 cromossomal. Dessa forma, a transformacéo
resulta na remocédo sitio-especifica do gene AOX1 (DALY; HEARN, 2005). A
remocdo do gene AOX1 faz com que os transformantes apresentem fenotipo Mut®
(CEREGHINO; CREGG, 2000). Mut® é o fenétipo que resulta da reducdo da
habilidade da célula em metabolizar metanol. Esses transformantes exibem
crescimento pobre em meio contendo metanol como fonte de carbono. O fendétipo
Mut® se refere a habilidade normal (semelhante a das células selvagens) em
metabolizar metanol como Unica fonte de carbono. Células Mut® geralmente
resultam da inser¢cdo génica e exibem crescimento normal em meio contendo
metanol. A vantagem dos transformantes de fenétipo Mut® é que eles utilizam menos
metanol e as vezes expressam niveis mais elevados de proteina do que os
transformantes Mut®™ (CEREGHINO; CREGG, 2000). No entanto, existem casos em
gue os dois fenotipos ndo mostram diferencas de expresséo (FIDLER et al, 2003).
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O sistema de expressao em Pichia pastoris apresenta sucesso na expressao
de proteinas que possuem elevadas quantidades de ligagfes dissulfeto. Além disso,
esse sistema permite o dobramento e a glicosilacdo das proteinas formadas (DALY;
HEARN, 2005). P. pastoris € capaz de adicionar oligossacarideos N-ligados e O-
ligados as proteinas secretadas (CEREGHINO et al, 2002). A glicosilacao realizada
por Pichia difere da realizada por eucariotos superiores, e em alguns casos, 0S
oligossacarideos adicionados podem ser antigénicos (CREGG et al, 2000;
CEREGHINO et al, 2002). No entanto, em comparagao com S. cerevisae, P. pastoris
possui a vantagem de ndo hiperglicosilar as proteinas secretadas. Ambas as
leveduras adicionam oligossacarideos do tipo rico em manose (Figura 5) aos sitios
de glicosilacdo, sendo que ocorre processamento posterior desses carboidratos.
Nesse processamento, a quantidade de cadeias sacaridicas adicionadas por P.
pastoris ao carboidrato precursor € muito menor que em S. cerevisae (MACAULEY-
PATRICK et al, 2005). Pichia pastoris adiciona carboidratos que consistem
basicamente de 8 a 9 manoses e 2 N-acetil-glucosaminas. Essa estrutura pode, no
entanto, ser estendida por manosiltransferases que adicionam mais residuos de
manose (MACAULEY-PATRICK et al, 2005; CEREGHINO et al, 2002). S. cerevisae
introduz ligagbes «l,3 glicana aos carboidratos e Pichia ndo adiciona essas
ligacbes. Hiperglicosilacédo e ligacdes al,3 glicana tornam as proteinas produzidas
em S. cerevisae altamente antigénicas, impossibilitando sua utilizacdo terapéutica
(CREGG et al, 2000).

A producdo de proteinas heterélogas em Pichia pastoris normalmente é
realizada em frascos de cultura. No entanto, a expressao pode ser otimizada com o
cultivo de Pichia em fermentador. Os niveis protéicos em fermentadores costumam
ser muito maiores do que em frasco. Somente em fermentadores parametros tao
importantes para o crescimento de P. pastoris, como pH, aeracdo e alimentacao
com a fonte de carbono adequada ou com o agente indutor, podem ser finamente
controlados (CEREGHINO et al, 2002). Dessa forma, altas densidades celulares
podem ser alcancadas. A producdo de proteinas heterdlogas em fermentador é
geralmente alcancada por um processo de trés estagios. A seguir estdo descritos 0s
estagios para a fermentacdo de culturas transformadas com vetores que contenham
o promotor AOX1. O primeiro estagio € o de crescimento em batelada, onde ha

acumulo de biomassa. O segundo estagio € a fase alimentada com glicerol, que
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também leva a acumulo de biomassa, seguida de um periodo sem alimentacdo com
glicerol para preparagéo das células para a inducdo. O terceiro estagio é a fase de
inducao, alimentada com metanol, que leva a producao de altos niveis das proteinas
desejadas (CEREGHINO et al, 2002).

Devido a todas as caracteristicas desse sistema de expresséao, Pichia pastoris
se torna uma plataforma atraente para a expressdo de diversas proteinas
heterélogas, inclusive de FSH bovino recombinante. Proteinas que apresentaram
problemas para serem expressas de forma eficiente em S. cerevisae, bactérias ou
baculovirus tém sido produzidas com sucesso em P. pastoris (CEREGHINO et al,
2002). H& aproximadamente 50 a 75% de probabilidade de se conseguir expressar
qualguer proteina de interesse a um nivel razoavel em P. pastoris (CREGG et al,
2000). Além disso, ap0s a deteccdo da expressao de proteinas a qualquer nivel,
existem diversos parametros que podem ser manipulados para otimizagdo da

producdo nesse microorganismo (CREGG et al, 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa a producdo de FSH bovino (Bos indicus — bFSH)
recombinante em Pichia pastoris, utilizando trés constru¢cdes génicas: bFSH-fus,
bFSH-L e bFSH-CTP. Em bFSH-fus os genes das subunidades a e  estdo em uma
fusdo do tipo Ba; em bFSH-CTP, os genes das subunidades a e B estdo em uma
fusdo do tipo Ba separados pelo peptideo CTP de gonadotrofina coridnica de equino
(Equus caballus — eCG ); em bFSH-L, os genes das subunidades a e 3 estdo em
uma fusdo do tipo Ba separadas por um peptideo conector (linker) sintético. Este
projeto € uma iniciativa induzida pela empresa Ouro Fino Saude Animal, sediada em

Cravinhos (SP), que comercializa diversos produtos de uso veterinario.

2.2 Objetivos especificos

= Desenho dos genes sintéticos bFSH-Fus, bFSH-CTP e bFSH-L com cddons
otimizados para expressao em Pichia pastoris;

= Clonagem dos genes em vetores de expressao para Pichia pastoris;

» Transformacdo de Pichia pastoris com os vetores de expresséo e selecédo de

clones positivos;
» Expressédo das proteinas recombinantes em frasco;
» Purificac@o das proteinas recombinantes;
» Caracterizacao fisico-quimica das proteinas recombinantes;

» Otimizacdo da producdo das proteinas de fusdo em colaboracdo com a

empresa Ouro Fino.
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3 MATERIAIS

3.1 Microorganismos

3.1.1 Bactérias

Escherichia coli linhagem DH5-a (Gibco BRL) - endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relA1 AlacU169 (¢80lacZAM15) U169 dcoR phoA.

3.1.2 Leveduras

Pichia pastoris linhagem GS115 (Invitrogen) — his4

3.2 Meios de cultura

Os meios de cultura foram preparados com agua destilada e esterilizados em

autoclave a 120°C por 20 minutos. Filtracdo em membrana de 0,2 um foi utilizada

para esterilizacao nos casos de sensibilidade térmica dos reagentes.

3.2.1 Meios para cultivo de bactérias

Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Cloreto de sédio 1% (p/v)
pH 7,2

Meio LB agar

Meio LB acrescido de agar bacteriolégico a 1,5% (p/v).



Ampicilina
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Quando necessario, a ampicilina foi adicionada ao meio LB ou LB agar na

concentragéo final de 100 pg/mL.

3.2.2 Meios para cultivo de leveduras

Meio extrato de levedura peptona dextrose (YPD)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
pH 7,2

Meio YPD éagar

Meio YPD acrescido de agar bacterioldgico a 2% (p/v).

Meio minimo com glicose (MD)

YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 x107° % (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Meio MD agar

Meio MD acrescido de agar bacteriologico a 2% (p/v).

Meio minimo com metanol (MM)

YNB 1,34% (p/v)

Biotina 4 X107 % (p/v)

Metanol 0,5% (v/iv)
Meio MM agar

Meio MM acrescido de agar bacterioldgico a 2% (p/v).

Meio minimo com glicerol (MGY)
Tampao fosfato pH 6,0 100 mM



YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 x10° % (p/v)
Glicerol 1%
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Meio complexo tamponado com glicerol (BMGY)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
Tampao fosfato pH 6,0 100 mM

YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 X107 % (p/v)
Glicerol 1% (viv)

Meio complexo tamponado com metanol (BMMY)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
Tampao fosfato pH 6,0 100 mM

YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 X107 % (p/v)
Metanol 0,5% (v/v)

Meio de fermentacdo com sais (1L)

Citrato de potassio 2,19
MgS0,.7 H,0 11,7 ¢
CaS04:2 H,O 1049
(NH4)2S0O4 51749
K>SO, 14,33 g
Glicerol 40,09

Solugéo de sais (1L)

Nal 0,08 ¢
MnSO4-H,0 3,09
Na;MoO,4-2 H,0O 0,29
H3BO3 0,02 ¢
CoCl, 109
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ZnC|2 7,0 g

FeS0O,4-5 H,O 22 g

Biotina 0,29

H,SO,4 1,0 mL/L
3.3 Solugdes

As solucdes estdo listadas abaixo agrupadas de acordo com a metodologia
em que foram empregadas.

As solugbBes foram preparadas com &gua destilada. Quando necessaria a
esterilizacdo, foi utilizada autoclave (120°C por 20 minutos) ou filtracdo em

membrana de 0,2 pum.

3.3.1 Solucdes para extracdo de DNA plasmidial

Tampéao TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1,0 mM
Solucéo I
Hidroxido de sodio 200 mM
SDS 1% (p/v)
Solucéo Il

Acetato de sddio ou de potassio 5 M pH 4,8

3.3.2 Solugdes para eletroforese de DNA em gel de agarose

Tampao de corrida Tris-EDTA-Borato (TEB) 0,5X
Trizma base 45 mM
Acido Bérico 45 mM
EDTA 1mM



Gel de agarose 0,8%
Agarose
Tampao TEB

Brometo de etidio

Tampao de amostra 10X
Azul de bromofenol
Glicerol

Xileno cianol
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0,8%
0,5X
0,5 ng/mL

0,1% (p/v)
50% (v/v)
0,1% (p/v)

3.3.3 Solucdes para precipitacdo de proteinas

Acido tricloroacético (TCA) 100%

Dissolver 500 g de TCA em 227 mL de agua destilada. Armazenar a 4°C e

protegido da luz.

3.3.4 Solucbes para eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

desnaturante (SDS-PAGE)

Tampao de amostra 2X
Tris-HCI 1 M pH 6,8
SDS
B-mercaptoetanol
Glicerol

Azul de bromofenol

200 mM
4% (p/v)
4% (vIv)
20% (v/v)
0,1% (p/v)

Tampao de corrida - Tris-glicina 5X (solugao estoque)

Trizma base
Glicina
SDS

Gel separador 12%
Acrilamida/Bisacrilamida (30/0,8)
Tris-HCI 3,0 M pH 8,8

125 mM
0,96 M
0,5% (p/v)

2,0 mL
0,625 mL



Agua destilada 2,3mL

SDS 10% (p/v) 0,05 mL
APS 10% (p/v) 0,025 mL
TEMED (Gibco BRL) 0,002 mL

Gel concentrador 4%

Acrilamida/Bisacrilamida (30/0,8) 0,325 mL
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 0,625 mL
Agua destilada 1,525 mL
SDS 10% (p/v) 0,025 mL
APS 10% (p/v) 0,0125 mL
TEMED (Gibco BRL) 0,002 mL

3.3.5 Solucgdes para coloracéo de gel de poliacrilamida com comassie blue

Solucéo corante

Comassie brilliant blue R-250 0,25% (p/v)
Metanol 40% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

Solucédo descorante
Metanol 40% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

3.3.6 Solucdes para coloracéo de gel de poliacrilamida com prata

Solucéo | (fixagcao)

Metanol 50% (v/v)
Acido acético 12% (v/v)
Formaldeido 0,1% (v/v)

Solugéo Il (lavagem)
Etanol 50% (v/v)



Solucéo Il (tratamento)
Tiossulfato de sédio

Solucéo IV (equilibrio)
Nitrato de prata
Formaldeido

Solucéo V (revelacéo)
Carbonato de sodio
Tiossulfato de sédio

Formaldeido

Solucéo VI (parada)
Metanol

Acido acético

Solucéo Vi
Metanol

0,02% (p/v)

0,2% (p/v)
0,075% (viv)

6% (p/v)
4x10™ % (plv)
0,05% (v/v)

50% (v/v)
12% (v/v)

50% (v/v)

3.3.7 Solucdes para imuno blot, dot blot e western blot

Tampé&o de transferéncia
Trizma base
Glicina
SDS

Metanol

TBST
Tris-HCl pH 7,6
Cloreto de sédio
Tween 20

PBS 10X (solucao estoque)

Cloreto de sodio

48 mM
39 mM
0,037%
20%

50 mM
150 mM
0,1%

15M
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N8.2PO4/NaH2PO4 pH 7,4 0,1 M
PBST

PBS 10X 10% (Viv)

Tween 20 0,1% (v/v)

Solucéo de blogueio

PBST acrescido de leite em p6 desnatado a 5% (p/v).

Tampéo da fosfatase alcalina (APB)

Cloreto de sédio 100 mM
Tris-HCI pH 9,5 100 mM
Cloreto de magnésio 5mM

3.3.8 Solucdes para didlise

Tampdao para dialise

Tampao fosfato de sodio 20 mM
Cloreto de sédio 100 mM
pH 7,0

3.3.9 Solucdes para cromatografia de exclusdo molecular

Solucéo de eluicdo

Tampao fosfato de sédio 20 mM
Cloreto de sédio 100 mM
pH 7,0

3.3.10 Solucgdes para cromatografia de fase reversa

Solvente A
Acido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v)
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Solvente B
Acetonitrila (ACN) 100%
Acido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v)

3.3.11 Solucgdes para espectrometria de massa

Matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (0,5 mL)

Acido o-ciano-4-hidroxicinamico 5 mg

Acetonitrila (ACN) 100% 250 uL

Agua miliQ 200 pL

Acido trifluoracético (TFA) 3% 50 L
3.4 Vetores

Vetor pPIC9 (Invitrogen)
Vetor de 8 kb utilizado para expressdo dos genes desejados em Pichia

pastoris (Figura 8).

Comments for pPIC9:
8023 nucleotides

5" AOX1 promoter fragment: bases 1-948
5" AOX1 primer site: bases 855-875
a-Factor secretion signal(s): bases 949-1215
a-Factor primer site: bases 1152-1172
Multiple Cloning Site: bases 1192-1241
3" AOX1 primer site: bases 1327-1347
3" AOX1 transcription

termination (TT): bases 1253-1586
HIS4 ORF: bases 4514-1980
3" AOX1 fragment: bases 4870-5626
pBR322 origin: bases 6708-6034
Ampicillin resistance gene: bases 7713-6853

Figura 8. Vetor pPIC9 da Invitrogen: Vetor de expressdo para Pichia pastoris com promotor AOX1,
marca de selecao HIS4 e sequéncia sinal MF-q..
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3.5 Enzimas

Enzimas de restricdo Xho I, Not | e Bgl Il (New England Biolabs)

Utilizadas de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs)

Utilizada de acordo com as instrucfes do fabricante.

Enzima RNAse A
RNAse A 10 mg/mL
Acetato de sédio 50 mM

Ferver em banho-maria por 10 minutos.

3.6 Marcadores

Marcador para DNA
GeneRuler 1kb DNA Ladder 0,5 pg/ul , 50 ug (Fermentas Life Sciences)

Marcadores para proteina

Unstained Protein Molecular Weight Marker 1000 uL (Fermentas Life
Sciences)

Precision Plus Protein Dual Color Standards 500 pl (BIO-RAD)

Prestained Protein Molecular Weight Marker 2x250 uL (Fermentas Life

Sciences)

3.7 Anticorpos

Anti-BFSH (BD Biosciences)
Anticorpo policlonal produzido em cabra, contra a subunidade  do FSH.
Utilizado na diluicdo de 1:1000.
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Anti-goat-IgG (Sigma)
Anticorpo produzido em coelho, conjugado a fosfatase alcalina. Utilizado na
diluicdo de 1:1000.

3.8 Proteina comercial

FOLLTROPIN-V (Bioniche, Canada)
Horménio Foliculo Estimulante injetavel comercial, produzido a partir de
extrato altamente purificado de glandulas pituitarias suinas. Foi utilizado como

controle positivo nos experimentos de imuno blot, dot blot e western blot.

3.9 Membrana de nitrocelulose

Hybond C Extra (Amersham Biosciences)
Utilizada nos experimentos de western blot.

3.10 Kits

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)

Utilizado para purificar DNA a partir de uma banda de gel de agarose.

QIAGEN Plasmid Mini, Midi, Maxi, Mega and Giga Kits

Utilizado para extracdo de DNA plasmidial em grande escala (midiprep).

NBT/BCIP Kit (Invitrogen)

Utilizado para revelacéo de western blot.

3.11 Unidades de filtracao

Centripep Centrifugal Filter Unit with Ultracel-10 membrane Centriprep YM-10,
10 kDa NMW.L, da Millipore

Utilizado para concentrar e dialisar sobrenadante de culturas.
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Filtro de 250 mL e membrana de 0,2 um, ambos da Millipore

Utilizados para esterilizar meios e solugbes e para filtrar sobrenadante de

culturas.

3.12 Colunas cromatograficas

Superdex™ 75 10/300 GL, da GE Healthcare

Utilizada em cromatografia de exclusdo molecular.

HPLC 208TP C8 Column (250 x 4,6 mm /5 um/ 300 A), da GRACE Technology

Utilizada em cromatografia de fase reversa.

3.13 Placa para MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization -
time of flight/ time of flight)

MTP Ancorchip TM Var/384 TF, da Bruker Daltonics (Ancorchip target plate with

transponder technology)



56

4. METODOS

4.1 Digestdo de DNA com enzimas de restrigao

As digestdes com enzimas de restricao foram realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante, utilizando-se os tampdes e demais solu¢cbes fornecidos
pelos mesmos. Geralmente foram utilizados 10 U de enzima para 5 ug de DNA,
sendo que o volume final de enzima néo ultrapassou 10% do volume final da reacao,

para que nao houvesse degradacao inespecifica do DNA pela enzima.

Na dupla digestdo utilizando as enzimas Xho | e Not | foram utilizados 0,5 pL
de cada enzima; 1 uL de tampao NEB 3 10X; 0,1 uL de BSA 100X; volume de DNA
equivalente a 5 ug; e volume final da reacédo de 10 uL, completado com agua miliQ.

A reacdao foi incubada em banho-maria a 37°C por aproximadamente 3 horas.

Na digestdo com a enzima de restricdo Bgl Il utilizou-se 2 uL de enzima; 4
uL de tampédo NEB 3 10X; volume de DNA equivalente a 10 pg; e volume final da
reacdo de 40 uL, completados com agua miliQ. A reacdo foi incubada em banho-

maria a 37°C por aproximadamente 3 horas.

4.2 Eletroforese de DNA em gel de agarose

O gel foi preparado e vertido sobre a cuba de eletroforese e pentes foram
colocados para a formacdo dos pocos. ApOs a polimerizacdo do gel, a cuba foi
preenchida com tampédo TBE 0,5X e as amostras foram aplicadas. As amostras
foram preparadas com tampéao de amostra 10X, a fim de que a concentracao final do
tampao ficasse entre 1X e 2X. A corrida se deu a uma voltagem de 80 V. Apos a
corrida as bandas de DNA do gel foram visualizadas com luz ultravioleta.
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2001).
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4.3 Purificagcdo de DNA a partir do gel de agarose

A banda correspondente ao fragmento de DNA desejado foi cortada do gel de
agarose. A purificacdo do DNA a partir da banda do gel foi feita com o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit da GE Healthcare. Seguiu-se o protocolo 5.2,
paginas 14 e 15 do manual de instru¢des do fabricante. Ao final, 0 DNA foi eluido em

20 pL de &gua miliQ.

4.4 Ligacao de fragmentos de DNA (vetor-inserto)

A enzima utilizada na reacdo de ligacdo foi a T4 DNA ligase. A enzima foi
utilizada de acordo com as instrugdes do fabricante e com o tamp&o fornecido pelo
mesmo. Utilizou-se quantidade de vetor equivalente a 75 ng e a quantidade de

inserto utilizada foi calculada segundo a formula abaixo:

ng de inserto = ng de vetor x tamanho do inserto em kb x razdo molar inserto
tamanho do vetor em kb vetor

onde a razdo molar entre inserto e vetor € de 5:1. O volume final da reacéo foi

ajustado para 10 uL. O sistema de ligacéo foi armazenado a 4°C overnight.

4.5 Preparo de células bacterianas competentes para choque térmico

Uma colbnia isolada de DH5-a foi inoculada em 5 mL de meio LB e incubada a
37°C sob agitacdo de 250 rpm por aproximadamente 16 horas. 1 mL dessa cultura
foi inoculado em 30 mL de meio LB em um erlenmeyer de 250 mL e incubado a 37°C
sob agitacdo de 250 rpm até atingir ODgoo de 0,2 a 0,3. As células foram entéo
mantidas no gelo por 15 minutos e depois centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 10 mL de
cloreto de célcio 100 mM. A amostra foi incubada no gelo por 15 minutos. As células
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foram centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de cloreto de célcio 100 mM
com 15 % de glicerol. As células foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL, sendo que
a cada tubo foram adicionados 100 ul de células. As células foram armazenadas a
-80°C.

4.6 Transformacdao de E. coli por choque térmico

Foram adicionados a 100 uL de células DH5-a competentes, 10 uL do
sistema de ligacdo. A amostra foi incubada no gelo por 30 minutos. Foi dado o
choque térmico incubando-se a amostra em banho-maria a 37°C por 5 minutos.
Adicionou-se as amostras 900 uL de meio LB com ampicilina. O sistema foi
incubado em banho-maria a 37°C por 1 hora. Fez-se o plaqueamento das células,
sendo que foram utilizadas 3 placas de meio LB agar com ampicilina para cada
sistema de transformacdo. Em duas placas foram plaqueados 100 uL de células. O
restante das células foi centrifugado, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 100 uL de meio LB com ampicilina. Esses 100 uL de células foram
plagueados na terceira placa. As placas foram incubadas a 37°C por

aproximadamente 20 horas até que os transformantes crescessem.

4.7 Extracao de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

O protocolo foi adaptado de Sambrook, Fritsch e Maniatis (2001). Uma
colénia de bactéria foi inoculada em 5 mL de meio LB com ampicilina, e cultivada por
aproximadamente 16 horas sob agitacdo a 37°C. 1,5 mL da cultura foram coletados
e centrifugados a 12000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e outros 1,5 mL da cultura foram adicionados ao mesmo tubo.
Repetiu-se a centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 200 upL de tampdo TE, utilizando-se vortex para soltar o
precipitado. O sistema foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.

Adicionou-se 360 puL de solucéo Il, o contetado foi homogeneizado por inversdo e
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incubou-se o sistema a temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se 300 puL de
solucdo Ill, misturou-se o conteddo com vortex e incubou-se 0 sistema a
temperatura ambiente por 5 minutos. A amostra foi centrifugada a 12000 x g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde foram
adicionados 750 uL de isopropanol. A amostra foi homogeneizada por inversao,
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos e depois centrifugada a 12000 x g
por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 200 uL de tamp&o TE. Adicionou-se 110 uL de
acetato de amoénio 7,5 M a amostra, que depois foi homogeneizada com vortex e
centrifugada a 12000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo, ao qual se adicionou 750 uL de etanol 100%. A
amostra foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado secado a temperatura ambiente por 5
minutos. O DNA plasmidial foi ressuspenso em 20 puL de agua miliQ com RNAse A

(1 uL de RNAse 10 mg/mL para 100 uL de agua) e armazenado a -20°C.

4.8 Extracdo de DNA plasmidial em grande escala (midiprep)

A extracdo de DNA plasmidial em grande escala foi feita com o kit QIAGEN
Plasmid Mini, Midi, Maxi, Mega and Giga Kits, seguindo-se o protocolo Plasmid or
Cosmid DNA Purification using QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kits, que se inicia na

pagina 16 do manual de instrucfes do fabricante.

4.9 Tratamento do DNA para transformacao de Pichia pastoris

Para transformacéo de P. pastoris devem ser utilizados 10 ug de DNA, que

deve estar linearizado e contido em um volume de 10 puL.

O DNA extraido na midiprep foi quantificado e um volume que contém 10ug
de DNA foi utilizado para linearizagéo e precipitagcéo. A linearizagdo do DNA foi feita

com a enzima Bgl Il (nas condicbes descritas no item 4.1 deste trabalho). A
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precipitacdo foi feita com cloreto de sodio e etanol. Adicionou-se ao DNA 0,3 M de
cloreto de sodio e 2,5 volumes de etanol 100%. Incubou-se o DNA a -20°C
overnight. O material foi centrifugado a 12000 x g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70%. O
material foi centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi secado a temperatura ambiente. O DNA foi

ressuspenso em 10 uL de agua miliQ.

4.10 Transformacéao de Pichia pastoris por eletroporacao

Todo o material utilizado neste procedimento (tubos, ponteiras, solugoes, etc.)
estava estéril e gelado.

Uma colbnia isolada de P. pastoris, linhagem GS115, vinda de uma cultura
fresca, foi pré-inoculada em 5 mL de meio YPD em um enlenmeyer de 125 mL. O
frasco foi incubado a 30°C sob agitacéo de 200 rpm por aproximadamente 24 horas.
No dia seguinte, cerca de 200 a 500 uL do pré-indculo foram adicionados a 100 mL
de meio YPD em um erlenmeyer de 1 L. Esse in6culo foi incubado a 30°C sob
agitacao de 200 rpm até atingir ODgoo de 1,3 a 1,5 (aproximadamente 16 horas). O
in6culo foi incubado no gelo por 15 minutos para parar o crescimento. A cultura foi
transferida para tubos de centrifuga e centrifugada a 3000 x g por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 mL de &agua
destilada estéril gelada. A cultura foi centrifugada novamente a 3000 x g por 5
minutos a 4°C e a agua foi descartada. Essa lavagem com 500 mL de agua foi
repetida uma vez e depois foi feita uma nova lavagem com 250 mL de agua. A agua
foi descartada e o precipitado foi ressuspenso em 20 mL de sorbitol 1M gelado. A
mistura foi centrifugada a 2000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 500 ulL de sorbitol gelado. As
células foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL, sendo que em cada tubo foram
adicionados 80 pl de células. A cada tubo foram adicionados 10 uL de DNA e 110 pl
de sorbitol 1 M. O conteudo foi passado para cubetas de eletroporagéo de 0,2 cm. O
choque elétrico foi dado em um eletroporador da BIO-RAD nas seguintes condi¢des:

7,5 KV/cm, 25 pF e 400 Q e tempo de eletroporacdo de aproximadamente 10 ms.
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Imediatamente apos o choque foi adicionado 1 mL de sorbitol 1 M as cubetas. O
conteddo foi transferido para um tubo de 1,5 mL e rapidamente centrifugado.
Retirou-se um pouco do sorbitol do tubo a fim de que as células fossem
ressuspensas em apenas 200 uL de sorbitol. As células foram plaqueadas em
placas de MD &gar, sendo que foram feitas duas placas para cada sistema de
transformacao e em cada uma foram plaqueados 100 uL de células. As placas foram
incubadas a 30°C por aproximadamente trés dias até que os transformantes
aparecessem. Alguns transformantes foram selecionados para posterior analise por

imuno blot de colbnia.

4.11 Analise dos transformantes por imuno blot de colbnia

Foram escolhidos aleatoriamente 102 transformantes de P. pastoris de cada
sistema de transformacdo. Cada transformante foi plagueado em uma placa de MD
agar e em uma placa de MM agar. Juntamente com os transformantes, também
foram plaqueados em cada placa dois clones de P. pastoris transformados com o
vetor pPIC9 vazio, funcionando como controle negativo. As placas foram incubadas
a 30°C por 48 horas, sendo que foram adicionados 0,5% de metanol a cada 24
horas as tampas das placas de MM agar. Apds o tempo de incubacéo, foram
colocados sobre as placas de MM &gar, em contato com os transformantes, um
pedaco de membrana de nitrocelulose, trés pedacos de papel filtro acima da
membrana e por ultimo varios pedacos de papel toalha, todos recortados no formato
e no tamanho da placa. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 3
horas. Apds esse tempo de transferéncia, as membranas foram retiradas das placas
e lavadas com TBST por 5 minutos sob agitacdo. As células aderidas a membrana
foram removidas com os dedos e a membrana foi deixada sobre papel filtro para
secar. Incubou-se a membrana na solucdo de bloqueio overnight a 4°C. Lavou-se a
membrana com PBST trés vezes de 5 minutos sob agitagdo. O anticorpo primario
anti-BFSH diluido em solucdo de blogueio na diluigdo de 1:1000 foi adicionado e
deixado por no minimo 3 horas sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBST trés
vezes de 5 minutos sob agitacdo. O anticorpo secundario anti-goat-lgG diluido em

solugéo de bloqueio na diluicdo de 1:1000 foi adicionado e deixado por 1 hora e 30
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minutos sob agitagdo. A membrana foi lavada com PBST trés vezes de 5 minutos
sob agitagdo e com APB uma vez de 5 minutos sob agitacdo. A membrana foi
revelada com o kit NBT/BCIP. Depois do aparecimento de pontos coloridos (relativos
as colbnias) a membrana foi lavada com agua destilada e secada em papel filtro a
temperatura ambiente. Os clones positivos foram identificados nas placas de MD
agar e foram repicados a fim de serem utilizados nos préximos experimentos ou

estocados.

4.12 Inducéao em placa deep-well

O protocolo foi adaptado de Boettner et al (2002). Foram adicionados 0,8 mL
de meio BMGY a cada poc¢o de uma placa deep-well de 96 pocos. A cada poco foi
inoculado um transformante de P. pastoris. A placa foi vedada com filme plastico,
onde foram feitos alguns furos para melhor aeracéo da placa. A placa foi incubada a
30°C sob agitacdo de 200 rpm por 3 dias. A placa foi centrifugada a 3000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi retirado dos po¢os com uma
pipeta. Foram adicionados 0,8 mL de meio BMMY a cada poc¢o e as células foram
ressuspensas com auxilio de vortex. A placa foi incubada a 30°C sob agitacdo de
200 rpm. A cada 24 horas foram adicionados 0,5% de metanol a cada poco para
manter a inducao. Apds 96 horas de inducéo, a placa foi centrifugada a 3000 x g por
5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante de cada poco foi analisado por

dot blot do sobrenadante, para verificar a presenca das proteinas desejadas.

4.13 Analise dos transformantes por dot blot do sobrenadante

5 uL de sobrenadante de culturas de P. pastoris foram aplicados com o auxilio
de uma pipeta a uma membrana de nitrocelulose. 3 pl do FSH comercial
FOLLTROPIN-V também foram aplicados a membrana. A membrana secou a
temperatura ambiente e foi colocada na solucdo de bloqueio overnight a 4°C. Lavou-
se a membrana com PBST trés vezes de 5 minutos sob agitacdo. O anticorpo

primario anti-BFSH diluido em solucdo de bloqueio na diluicAo de 1:1000 foi
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adicionado e deixado por no minimo 3 horas sob agitagcdo. A membrana foi lavada
com PBST trés vezes de 5 minutos sob agitacdo. O anticorpo secundario anti-goat-
IgG diluido em solucdo de bloqueio na diluicdo de 1:1000 foi adicionado e deixado
por 1 hora e 30 minutos sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBST trés vezes
de 5 minutos sob agitagdo e com APB uma vez de 5 minutos sob agitacdo. A
membrana foi revelada com o kit NBT/BCIP. Depois do aparecimento de pontos
coloridos a membrana foi lavada com agua destilada e secada em papel filtro a

temperatura ambiente.

4.14 Indugéo da expressao de recombinantes em frasco

Inoculou-se uma colbnia isolada de P. pastoris recombinante em 25 mL de
meio BMGY em um frasco aletado de 250 mL. A cultura foi incubada a 30°C sob
agitacdo de 200 rpm até atingir ODggo de 2 a 6 (aproximadamente 16 a 18 horas). A
cultura foi entdo centrifugada a 1500 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 100 mL de meio
BMMY. A cultura foi colocada em um frasco aletado de 1 L e incubada novamente a
30°C sob agitacdo de 200 rpm. A cada 24 horas de crescimento adicionou-se 0,5%
de metanol a cultura para manter a inducdo. A cada tempo de inducéo (24, 48, 72 e
96 horas de crescimento) retirou-se 5,5 mL de cultura. Aproximadamente 500 uL
foram utilizados para medicdo de ODgg. O restante das culturas foi utilizado para
precipitacdo das proteinas contidas no sobrenadante e andlise dessas proteinas em

gel de poliacrilamida desnaturante.

4.15 Precipitagcdo de proteinas com TCA e acetona

A cada tempo de inducdo dos recombinantes em frasco, 5 mL de cultura
foram retirados e centrifugados a 1500 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi utilizado para precipitacdo de proteinas com TCA e acetona.
Aliquotas de 1 mL de sobrenadante foram preparadas. A cada aliquota adicionou-se

250 pL de TCA 100%. O sistema foi incubado a -20°C por 3 horas. Posteriormente o
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sistema foi submetido a centrifugacdo a 15000 x g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi lavado com 1 mL de acetona 100%
gelada e centrifugado a 15000 x g por 15 minutos a 4°C. A lavagem com acetona foi
repetida mais duas vezes. O precipitado foi deixado a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 minutos para secagem e depois foi ressuspenso em 40 ul de
tampdo de amostra 2X. Nos casos em que as amostras apresentaram uma
coloracdo amarela (pH acido) adicionou-se de 1 a 2 ul de tamp&o Tris-HCI 3M pH
8,8. As amostras foram estocadas a -20°C até analise em gel de poliacrilamida

desnaturante.

4.16 Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE)

A eletroforese de proteinas foi conduzida segundo o protocolo original de
Laemmli (1970). Foi utilizado o sistema de eletroforese Mini PROTEAN Tetra Cell,
da BIO-RAD. A solugdo de gel separador foi vertida primeiramente entre o0s
conjuntos de placas de vidro do sistema e ap0s a sua polimerizacao a solucdo de
gel concentrador foi adicionada. Foram colocados pentes para a formacdo dos
pocos e apds a polimerizacdo do gel concentrador os pentes foram retirados e o
sistema de gel foi devidamente acoplado a cuba, segundo as instru¢cdes do
fabricante. A cuba foi preenchida com tampé&o de corrida 1X. Todas as amostras
foram preparadas com tampao de amostra 2X e foram fervidas por 10 minutos antes
de sua aplicacdo no gel. A cada poco do gel foram sempre aplicados 20 uL de
amostra+ttampdo e 8 uL dos marcadores. A corrida se deu a uma voltagem
constante de 130 V. Apoés a corrida os géis foram corados com comassie blue ou
com prata ou foram transferidos para membranas de nitrocelulose para andlise por

western blot.

4.17 Coloragao do gel de poliacrilamida com comassie blue
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O gel de poliacrilamida foi incubado com a solucéo corante por no minimo 1
hora sob agitagdo. A solugcdo corante foi retirada e adicionou-se a solugao
descorante. O gel ficou incubado com a solucdo descorante sob agitacdo até o

aparecimento das bandas.

4.18 Coloracao do gel de poliacrilamida com prata

A coloracdo com para se baseou no protocolo de Blum, Beier e Gross (1987).
O gel de poliacrilamida foi incubado com a solugéo | (fixacdo) por no minimo 15
minutos sob agitacdo. Em seguida, o gel foi lavado com a solucéo Il (lavagem) por
10 minutos sob agitacdo. Essa lavagem foi repetida mais duas vezes. O gel foi
incubado com a solucéo Il (tratamento) por 10 minutos sob agitacdo e depois com a
solucéo IV (equilibrio) por 10 minutos também sob agitacao. Posteriormente o gel foi
revelado com a solucao V (revelagcdo) até que as bandas aparecessem. A revelacéo
foi interrompida com solucdo VI (parada), deixada por 10 minutos sob agitacéo.

Finalmente, o gel foi lavado com a solucédo VII por 5 minutos sob agitacao.

4.19 Western blot

O gel foi incubado em tampé&o de transferéncia por 20 minutos. Membrana de
nitrocelulose e papel filtro foram cortados do tamanho do gel e hidratados em
tampdao de transferéncia por 5 a 10 minutos. O sistema de transferéncia utilizado foi
o Trans-Blot SD - Semi Dry Transfer Cell da BIO-RAD. Segundo as instru¢cdes do
fabricante, o papel filtro, a membrana e o gel foram colocados no aparelho e este foi
ligado e submetido a uma voltagem de 15 V por 15 minutos. A eficiéncia da
transferéncia foi verificada pela transferéncia do marcador pré-corado (Precision
Plus Protein Dual Color Standards da BIO-RAD ou Prestained Protein Molecular
Weight Marker da Fermentas Life Sciences) para a membrana. Incubou-se a
membrana na solucdo de bloqueio overnight a 4°C. Lavou-se a membrana com
PBST trés vezes de 5 minutos sob agitacdo. O anticorpo primario anti-BFSH diluido

em solucdo de bloqueio na diluicdo de 1:1000 foi adicionado e deixado por no
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minimo 3 horas sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBST trés vezes de 5
minutos sob agitacdo. O anticorpo secundério anti-goat-lgG diluido em solucéo de
bloqueio na diluicdo de 1:1000 foi adicionado e deixado por 1 hora e 30 minutos sob
agitacdo. A membrana foi lavada com PBST trés vezes de 5 minutos sob agitacéo e
com APB uma vez de 5 minutos sob agitacdo. A membrana foi revelada com o kit
NBT/BCIP. Depois do aparecimento das bandas coradas a membrana foi lavada

com agua destilada e secada em papel filtro a temperatura ambiente.

4.20 Concentracao e dialise do sobrenadante

Apos o tempo de 96 horas de inducdo em frasco, as culturas foram
centrifugadas a 1500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi separado do pellet e
depois filtrado em membrana de 0,2 um. O sobrenadante filtrado foi concentrado e
dialisado utilizando-se a unidade de filtracdo Centriprep YM 10 da Millipore, que
retém proteinas maiores que 10 kDa. O Centripep foi utilizado de acordo com as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. Dois Centripreps foram utilizados, sendo que
15 mL de sobrenadante filtrado foram adicionados a cada um. Centrifugou-se cada
Centriprep a 3000 x g por 50 minutos a 20°C. Ao final da centrifugagdo 5 mL de
sobrenadante concentrado foram mantidos no Centriprep e o flow trough foi retirado
e armazenado. Mais 15 mL de sobrenadante filtrado foram adicionados a cada
Centriprep e repetiu-se a centrifugacdo. O procedimento foi repetido até que 100 mL
de sobrenadante fossem concentrados em cada Centriprep. Ao final, o sobrenadante
concentrado dos dois Centripreps foi juntado e centrifugado somente em um
Centriprep obtendo-se 4 mL finais de sobrenadante concentrado apés todo o

procedimento.

A didlise do sobrenadante foi feita contra tampao fosfato de sddio 20 mM
adicionado de cloreto de sodio 100 mM pH 7,0. Os 4 mL de sobrenadante
concentrado foram adicionados ao Centripep juntamente com 11 mL do tampéo.
Centrifugou-se o Centriprep a 3000 x g por 50 minutos a 20°C. Ao final da
centrifugagcdo 5 mL de sobrenadante permaneceram no Centriprep e o flow trough
foi armazenado. Adicionou-se mais 10 mL de tampé&o ao Centripep e repetiu-se a
centrifugagdo. O procedimento foi repetido mais 4 vezes a fim de que o meio de
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cultura fosse sendo substituido pelo tampéo fosfato, retendo-se as proteinas

maiores que 10 kDa.

4.21 Quantificacdo de proteinas pelo Ensaio de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi
feita por ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando-se a albumina sérica

bovina (BSA) como padrao.

4.22 Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular foi feita utilizando-se a coluna
Superdex™ 75 e o equipamento AKTA Purifier da GE Healthcare. O sistema e a
coluna foram previamente equilibrados com o tampdo fosfato de sédio 20 mM
acrescido de cloreto de sédio 100 mM pH 7,0 a um fluxo de 0,5 mL/min (o tampé&o foi
filtrado e degaseificado antes de ser aplicado no sistema e na coluna). 500 uL de
amostra foram injetadas na coluna (a amostra foi previamente filtrada em membrana
de 0,2 um antes da aplicagdo na coluna). A eluicdo foi realizada a um fluxo continuo
de 0,5 mL/min. A presenca de proteinas foi monitorada pela absorbancia a 216 nm e
a 280 nm. Fragbes de 2,5 mL foram coletadas automaticamente. Repetiu-se o
procedimento até que toda a amostra fosse injetada na coluna. Como o0s
cromatogramas de cada eluicdo foram semelhantes, as fracdes correspondentes de
cada cromatograma foram coletadas em um mesmo tubo. As fracdes coletadas
foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C. Antes, porém, 150 uL de cada fracédo
foram separados e precipitados com TCA e acetona para analise por gel de

poliacrilamida desnaturante e por western blot.

4.23 Cromatografia de fase reversa
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As fracbes da cromatografia de exclusdo molecular em que a proteina
desejada foi visualizada, foram ressuspensas em agua miliQ mais 0,1% de TFA e
utilizadas em cromatografia de fase reversa. A cromatografia de fase reversa foi feita
em coluna analitica C8 e com o auxilio do equipamento AKTA Purifier da GE
Healthcare. Dois solventes foram utilizados: solvente A, que consiste de dgua miliQ
mais 0,1% de TFA; e solvente B, que consiste de acetonitrila (ACN) mais 0,1% de
TFA (os solventes foram filtrados e degaseificados antes de serem aplicados no
sistema e na coluna). O sistema e a coluna foram previamente equilibrados com 5%
de solvente B. 500 uL de amostra foram aplicados a coluna (a amostra foi
previamente filtrada em membrana de 0,2 um antes da aplicagdo na coluna). A
eluicdo foi feita com um gradiente de 5 a 95% do solvente B, a um fluxo constante
de 1 mL/min. A presenca de proteinas foi monitorada pela absorbancia em 280 nm e
216 nm. Todas as fragcbes em que foram observados picos de absorbancia a 216 e
280 nm, indicando a presenca de proteinas, foram coletadas manualmente. O tempo
em que cada fracdo foi coletada foi anotado. Repetiu-se o procedimento até que
toda a amostra fosse injetada na coluna. Os cromatogramas de todas as eluicdes
foram semelhantes, mas as fracbes correspondentes foram coletadas
separadamente. As fracfes coletadas foram secadas em Speed Vac e armazenadas
a -20°C.

Foi feito um screening das fracbes da primeira eluicdo da fase reversa por
espectrometria de massa. Todas as fragcbes em que se observou a presenca de
proteinas com massas entre 25 e 40 kDa foram selecionadas. O tempo
correspondente a coleta dessas fracdes foi identificado no cromatograma de fase
reversa. As fragcdes das outras eluicbes com os mesmos tempos de coleta foram
identificadas e juntadas as fracdes correspondentes da primeira eluicdo. Essas

fracGes foram analisadas em gel de policarilamida desnaturante e por western blot.

4.24 Espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser

desorption/ionization - time of flight/ time of flight)

Misturou-se 1 uL de amostra e 3 puL de matriz a-ciano-4-hidroxicindmico.

Foram aplicados a cada poco da placa de MALDI-TOF/TOF 0,5 uL de cada amostra,
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em duplicata. As massas das fracoes foram analisadas no equipamento MALDI-
TOF/TOF Ultraflex Ill, da Bruker Daltonics, buscando-se fragbes que apresentassem

massas moleculares de 20 a 40 kDa.

4.25 Inducado da expressao de recombinantes em fermentador (realizado pela
empresa Ouro Fino)

Clones positivos de Pichia que estavam estocados a -80 °C em meio YPD
acrescido de 15% de glicerol foram inoculados em 50 mL de meio MGY em um
erlenmeyer de 250 mL. O frasco foi incubado a 30°C sob agitacdo de 200 rpm por 16
a 20 horas até que a cultura atingisse ODgoo igual a 1. Vérios frascos foram

utilizados para que se conseguisse uma cultura inicial de 500 mL.

A fermentacéo foi realizada em um fermentador de 15 L da Ouro Fino. Este foi
primeiramente preenchido com 5 L de meio de fermentagdo salino e 2 mL/L de
solucdo de sais. Posteriormente, 500 mL da cultura inicial foram adicionados. A
fermentacdo ocorreu a 30 °C e pH 5,0. O pH foi mantido constante pela adic&o
peridédica automatica de solucdo de hidréxido de aménio 30% ou de &cido fosférico
0,5 M. A pressao atmosférica e a agitacao foram ajustadas para manter uma DO
(oxigénio dissolvido) minima de 10%. A entrada de ar foi fixada a 5 L/min, mas
houve variacdo do valor de vwm (volume de ar por volume de meio por minuto)
devido a adicdo de nutrientes. A adicdo dos nutrientes (glicerol e metanol) foi
realizada automaticamente. O set-point da DO foi ajustado para 30%. Quando a DO

foi maior que o set-point, a bomba alimentadora foi automaticamente disparada.

Apos a adicdo das células ao fermentador, iniciou-se a fase de crescimento
em batelada, que durou 24 horas. A seguir a fase alimentada com glicerol se iniciou
(adicdo de glicerol 50% e 2 mL/L de solugcdo de sais). Esta fase durou 12 horas.
Apoés 1 hora sem adicdo de glicerol iniciou-se a fase de adicdo de metanol (adicéo
de metanol 50% e 2 mL/L de solucéo de sais). A cada 12 horas de fermentacao
5 mL de cultura foram retirados. Essas amostras foram utilizadas para
acompanhamento do crescimento celular pela medicdo de ODgy € foram

centrifugadas para coleta do sobrenadante. As proteinas do sobrenadante foram
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precipitadas com TCA e acetona e analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante

e por western blot.
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5 RESULTADOS

5.1 Sintese dos genes bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP

A fim de expressar o hormonio foliculo estimulante bovino em Pichia pastoris,
trés construcdes génicas foram arquitetadas: bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP. Os
trés genes foram desenhados com base nas sequéncias génicas das subunidades o
e B do hormdnio foliculo estimulante de Bos indicus (Figura 3). Cdédons nativos
presentes em Bos indicus foram substituidos por cédons mais frequentes de Pichia
pastoris, com base no codon usage de Pichia (Anexo 1). Tomou-se o cuidado de
verificar se o conteudo de guanina e citosina dos genes sintéticos estava proximo ao
dos genes encontrados na levedura e se 0s genes sintéticos ndo continham sitios
para as enzimas de restricAo que serdo utilizadas nas estratégias de clonagem.
Devido ao possivel desenvolvimento de patentes, as sequéncias dos genes bFSH-
fus, bFSH-L e bFSH-CTP n&o estao detalhadas neste trabalho.

A construcdo génica bFSH-fus (730 pb) foi desenhada de forma que o gene
da subunidade B ficasse fusionado ao gene da subunidade o (Figura 9A). Dessa
forma, na proteina bFSH-fus, a regido C-terminal da subunidade B estara fusionada
a regido N-terminal da subunidade o. A proteina predita possui 213 residuos de
aminoacidos e uma massa molecular de 23,96 kDa, sem considerar a massa de

acucares que podem estar ligados aos sitios de glicosilacao.

Na construcdo génica bFSH-L (758 pb) o gene da subunidade P esta
separado do gene da subunidade o por uma sequéncia espacadora de 48 pb que
codifica um peptideo conector (linker) de 16 aminoacidos (Figura 9B). Na proteina
predita a regido C-terminal da subunidade B permanece ligada a regido N-terminal
da subunidade o por meio do peptideo conector. O peptideo foi desenhado por
modelagem molecular e foi colocado entre as duas subunidades com o objetivo de
fornecer espacamento tridimensional adequado a proteina. A proteina bFSH-L
possui 229 aminoacidos e massa molecular de 25,50 kDa, sem contar os agucares

ligados.
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Em bFSH-CTP (767 pb) o gene da subunidade B est4 separado do gene da
subunidade o pela sequéncia génica de 120 pb que codifica o peptideo CTP (C-
terminal peptide) de gonadotrofina coridnica equina (Equus Caballus) (Figura 9C). A
regido CTP possui 40 amino&cidos e funciona como um ligante, permitindo a
expressdo das duas subunidades unidas e provendo correto espacamento e
estruturacdo tridimensional a proteina expressa. A proteina bFSH-CTP possui 252
residuos de aminoacidos e massa molecular de 27,85 kDa, sem levar em

consideracao as glicosilagdes.

Foi adicionada a extremidade 5’ de cada gene a sequéncia do mating factor «
(MF-a) de S. cerevisae (Figura 9), que € uma sequéncia sinal que permitird a
secrecdo das proteinas para o meio de cultura no momento da sua expressao por
Pichia pastoris. Os sitios de restricdo para as enzimas Xho | e Not | foram
adicionados respectivamente as extremidades 5 e 3’ dos genes, para facilitar a

clonagem nos vetores de expressao (Figura 9).

A Xho 1
Not !
bFSH-fus (730 pb) — MF-o. | Subunidadep | Subunidade o =3
Xho i
B lr"“Ot l‘
bFSH-L (758 pb) — MF-o. | Subunidade B Feptides Subunidade o |
conector

c Xho | Not |
bFSH-CTP (767 pb) ]| mF-o. | Subunidadep | Peptideo cTP | Subunidade o Z

Figura 9. Esquema dos genes sintéticos bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP. A) Em bFSH-fus, as
subunidades a e 3 estdo em uma fusdo do tipo Ba. B) Em bFSH-L, as subunidades a e  estdo em
uma fuséo do tipo Ba separadas pela sequéncia de um peptideo conector. C) Em bFSH-CTP, as
subunidades a e B estdo em uma fuséo do tipo Ba separadas pela sequéncia do peptideo CTP de

gonadotrofina coribnica equina.
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Os genes foram sintetizados quimicamente pela empresa norte-americana
Epoch Biolabs. As trés construcdes génicas vieram clonadas no vetor pPGKA3, que

€ um vetor utilizado para expresséo de proteinas em Pichia pastoris.

5.2 Construcao dos vetores de expressao

Inicialmente buscou-se a expressdo das trés proteinas em P. pastoris
utilizando-se o vetor pPPGKA3 (ARRUDA, 2008). No entanto, esse vetor apresentou
alguns problemas e nao foi eficiente na expressdo (dados ndao mostrados). Dessa
forma decidiu-se trocar o vetor de expressao para o vetor pPIC9 da Invitrogen. Este
vetor € muito utilizado na producdo de diversas proteinas em Pichia, apresentando
alta eficiéncia. Ele possui como promotor o gene AOX1 e como marcador de selecéo
auxotréfico para Pichia pastoris o gene HIS4. A fim de expressar os genes bFSH-
fus, bFSH-L e bFSH-CTP em Pichia pastoris foram construidos, portanto, os vetores
pPIC9-bFSH-fus, pPIC9-bFSH-L e pPIC9-bFSH-CTP, respectivamente.

A estratégia de construcao dos vetores de expressao esta esquematizada na
figura 10. Inicialmente, os fragmentos génicos bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP foram
liberados do vetor pPGKA3 por digestdo com as enzimas de restricdo Xho | e Not I.
O vetor pPIC9-CHYM também foi digerido com as enzimas Xho | e Not I, a fim de
liberar o vetor pPIC9 linearizado. As digestdes foram analisadas em gel de agarose.
As bandas do gel equivalentes aos fragmentos de DNA desejados foram cortadas e
utilizadas para purificagdo do DNA. Os DNAs purificados a partir do gel foram
quantificados e utilizados em sistemas de ligacdo. Foram construidos trés sistemas
de ligagéo, ligando-se cada um dos genes bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP ao vetor
pPIC9 com a enzima T4 DNA ligase.
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3 AOX1 PPGKA3 bFSH.L ou
pPIC9-CHYM CHYM + bFSH-CTP
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Amp 5' AOX1
S /Xhol
pBR322 j/
Xhol Not |
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\
HIS-I 4 Not |

bFSH-fus ou bFSH-L ou bFSH-CTP

3" AOX1 (TT)
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Hist~ s
3" AOX1 (TT)

Figura 10. Estratégia de construcao dos vetores de expressédo. O vetor pPIC9-CHYM foi linearizado
com as enzimas Xho | e Not | para liberacdo do vetor pPIC9 vazio. Os fragmentos bFSH-fus, bFSH-L
e bFSH-CTP foram liberados do vetor pPGKA3 por digestdo com as enzimas Xho | e Not . Foi feita a
ligacdo dos fragmentos bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP ao vetor pPIC9 com a enzima T4 DNA ligase.
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Os trés sistemas de ligacdo foram utilizados para transformacdo de E. coli,
linhagem DH5-a. Foi feita a extracdo do DNA plasmidial em pequena escala
(miniprep) de transformantes de cada sistema de ligagdo. O DNA extraido foi
digerido com as enzimas de restricdo Xho | e Not I, a fim de verificar a eficiéncia da
ligacdo dos insertos ao vetor. A digestdo foi analisada por eletroforese em gel de
agarose. As andlises de restricado confirmaram a integracédo de cada inserto ao vetor,
pois cada digestdo mostrou uma banda de 8,0 kb, equivalente ao tamanho do vetor
pPIC9, e uma banda de aproximadamente 750 pb, equivalente ao tamanho dos
insertos (730 pb para bFSH-fus, 758 pb para bFSH-L e 767 pb para bFSH-CTP)
(Figura 11).

Figura 11. Analise de restricdo para a confirmag¢do da ligacdo dos insertos bFSH-fus, bFSH-L e
bFSH-CTP ao vetor pPIC9. Poco 1: marcador. Pocgo 2: vetor pPIC-bFSH-fus intacto. Poco 3: digestéo
de pPIC9-bFSH-fus com as enzimas Xho | e Not |. Poco 4: digestdo de pPIC9-bFSH-L com as
enzimas Xho | e Not I. Poco 5: digestédo de pPIC9-bFSH-CTP com as enzimas Xho | e Not I.

Apés a confirmacgdo da integracdo dos insertos ao vetor, foi feita a extracdo
de DNA plasmidial em grande escala (midiprep) dos transformantes, a fim de obter
quantidade maior de DNA. O DNA extraido foi preparado para a transformacéo de P.

pastoris. Um volume contendo 10 ug de DNA foi linearizado com a enzima Bgl I,
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precipitado e ressuspenso em 10 ul de agua miliQ. O vetor pPIC9 vazio também foi
digerido com a enzima Bgl Il para transformacdo de P. pastoris, para ser utilizado
como controle negativo nos experimentos de indugédo e andlise da expressdo dos

recombinantes.

5.3 Transformacdo de Pichia pastoris e deteccdo de clones positivos para a

expressdo das proteinas desejadas

A linhagem GS115 de Pichia pastoris foi transformada por eletroporacdo com
cada um dos vetores de expressao pPIC9-bFSH-fus, pPIC9-bFSH-L e pPIC9-bFSH-
CTP e com o vetor pPIC9 vazio. ApGs a transformacéo as células foram incubadas
em placas de meio minimo (meio MD &gar), a fim de serem selecionadas pela
habilidade de crescer em meio sem histidina. Apés 72 horas de crescimento, as
placas da transformacao foram checadas e os transformantes foram contados. Nas
placas de bFSH-fus, foram obtidos 585 clones His"; nas de bFSH-L, 625 clones; e
nas de bFSH-CTP, 508 clones.

Os transformantes obtidos foram analisados por imuno blot de col6nia com o
objetivo de detectar clones positivos para a expressdo das proteinas desejadas.
Para isso, 102 transformantes de cada sistema foram selecionados aleatoriamente e
plagueados em uma placa de meio MD agar e em uma placa de meio MM agar, com
o auxilio de um grid para numeracao de cada transformante (Figura 12A). As placas
de MM agar foram utilizadas no imuno blot de col6nia. As placas de MD agar foram
armazenadas para que os clones que dessem positivo no imuno blot de coldnia
pudessem ser posteriormente repicados e utilizados em outros experimentos. Em
cada placa de MM &agar também foram adicionados dois clones de transformantes
de pPIC9 vazio, que funcionaram como controle negativo da expressao no imuno
blot de colénia (Figura 12A). O imuno blot revelou clones positivos para expressao
de cada uma das trés proteinas, sendo que os clones de controle negativo néo

foram visualizados (Figura 12B).
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Figura 12. Imuno blot de coldnia. Anticorpo utilizado: anti-FSHp - BD Biosciences. A) Placas de MM
agar contendo 102 transformantes de cada sistema e 2 clones de controle negativo. Essas placas
foram analisadas por imuno blot de colénia. B) Membranas do imuno blot de coldnia revelam
aparecimento de clones positivos para a expressédo das proteinas desejadas. Os clones de controle

negativo ndo foram visualizados.
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Os clones positivos foram identificados na placa de MD &gar e foram
analisados por dot blot do sobrenadante, a fim de verificar a secrecdo das proteinas
para o sobrenadante das culturas. Para isso 0s clones positivos foram incubados em
uma placa deep-well de 96 pocos juntamente com alguns clones escolhidos ao
acaso e com o clone de controle negativo. Foi feita a inducdo em placa deep-well
desses clones. Ap6s 96 horas de inducédo, a expressdo das proteinas desejadas e
sua secrecdo para o meio de cultura foram analisadas por dot blot do sobrenadante.
Foram aplicados em membrana de nitrocelulose 5 pl do sobrenadante de cada poco
e também 3 pul do FSH comercial FOLLTROPIN-V, que funcionou como controle
positivo da expressdo. O dot blot do sobrenadante revelou clones positivos que
secretam cada uma das trés proteinas para o sobrenadante. Os melhores clones de
bFSH-fus foram os clones 6, 10, 13 e 14 (destacados em verde na figura 13); os
clones positivos de bFSH-L foram os clones 9, 13 e 51 (destacados em azul na
figura 13); e os melhores clones de bFSH-CTP foram os clones 17,19, 50, 57, 63, 79
e 80 (destacados em rosa na figura 13). O clone de controle negativo nao foi
revelado (destacado em amarelo na figura 13) e o controle positivo apareceu
(destacado em vermelho na figura 13).
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1 2 3 4 5 6 4 4
A
fus 13 fus 99 L4g CTP6 CTP 50 CTP 64 CTP 92
B
fus 7 L8 L51 CTP 10 cTP 52 CTP 68 CTP 96
C
fus 9 fus 65 L69 CTP 15 CTP 53 CTP 69 CTP 97
. Q
fus 66 13 L70 CTP 17 CTP 57 cTP 79 c-
E
T c+
s — L15 L71 cp1s|  [cTPes CTP 80 [ C+]

Figura 13. Dot blot do sobrenadante. Anticorpo utilizado: anti-FSHp - BD Biosciences. O Dot blot do
sobrenadante revelou que os clones de bFSH-fus 6, 10, 13 e 14 (em verde), os clones de bFSH-L 9,
13 e 51 (em azul) e os clones de bFSH-CTP 19, 17, 50, 57, 63, 79 e 80 (em rosa) expressam as
proteinas desejadas e as secretam para o sobrenadante. O controle negativo ndo apareceu (em

amarelo). O controle positivo (FOLLTROPIN-V) foi corado (em vermelho).

5.4 Inducédo da expressao dos clones positivos em frasco

Os melhores clones encontrados no dot blot do sobrenadante foram
selecionados para inducao e expressao em frasco. Foi feita a inducdo em frasco dos
clones bFSH-fus 6, bFSH-L 13 e bFSH-CTP 57 e também do clone de controle
negativo. A cada tempo de inducdo (24, 48, 72 e 96 horas) aliquotas do
sobrenadante das culturas foram retiradas e analisadas. Foi feita a medicdo da
ODgop para o acompanhamento do crescimento das células. As proteinas do
sobrenadante foram precipitadas com TCA e acetona e analisadas em gel de

poliacrilamida desnaturante e por western blot.

O western blot realizado com as amostras da indugéo do clone bFSH-fus 6
revelou o aparecimento de bandas coradas de aproximadamente 25 kDa. Essas

bandas séo relativas a proteina desejada, que possui uma massa molecular de
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23,96 kDa. Nao foi verificado o aparecimento de nenhuma banda corada nas
amostras do controle negativo. Foram aplicados ao gel do western blot 5 uL do FSH
comercial FOLLTROPIN-V como controle positivo da expressdo. Esse controle foi
corado, corroborando a eficiéncia do experimento. A curva de crescimento do clone
bFSH-fus 6, juntamente com a membrana do western blot, estdo representados na

figura 14.

O western blot das amostras da inducdo de bFSH-L 13 também revelou o
aparecimento de bandas coradas de aproximadamente 25 kDa, indicando que o
clone esta expressando a proteina desejada, com massa de 25,5 kDa (Figura 15). O
controle positivo também foi revelado no western. Nao se verificou o aparecimento

da proteina desejada nas amostras do controle negativo.

O western blot realizado com as amostras da inducéao do clone bFSH-CTP 57
revelou o aparecimento de bandas coradas de tamanho entre 25 e 37 kDa (Figura
16). Isso indica que o clone esta expressando eficientemente a proteina desejada,
de massa molecular de 27,85 kDa. Nao houve aparecimento de bandas coradas nas
amostras do clone de controle negativo. Ja o controle positivo foi corado no western
blot.
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Figura 14. A) Curva de crescimento do clone bFSH-fus 6. B) Western blot. Anticorpo utilizado: anti-
FSHB - BD Biosciences. Os pocos 1, 2, 3 e 4 correspondem respectivamente as amostras dos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas de inducdo do clone de controle negativo. O poco 5 corresponde ao
marcador. Os pogos 6, 7, 8 e 9 correspondem respectivamente as amostras dos tempos de 24, 48, 72
e 96 horas de inducdo do clone bFSH-fus 6. O poco 10 corresponde ao controle positivo

(FOLLTROPIN-V).
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Figura 15. A) Curva de crescimento do clone bFSH-L 13. B) Western blot. Anticorpo utilizado: anti-
FSHB - BD Biosciences. Os pocos 1, 2, 3 e 4 correspondem respectivamente as amostras dos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas de inducdo do clone de controle negativo. O poco 5 corresponde ao
marcador. Os pogos 6, 7, 8 e 9 correspondem respectivamente as amostras dos tempos de 24, 48, 72
e 96 horas de indugdo do clone bFSH-L 13. O poco 10 corresponde ao controle positivo
(FOLLTROPIN-V).
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Figura 16. A) Curva de crescimento do clone bFSH-CTP 57. B) Western blot. Anticorpo utilizado: anti-
FSHB - BD Biosciences. Os pocos 1, 2, 3 e 4 correspondem respectivamente as amostras dos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas de inducdo do clone de controle negativo. O poco 5 corresponde ao
marcador. Os pogos 6, 7, 8 e 9 correspondem respectivamente as amostras dos tempos de 24, 48, 72
e 96 horas de indugdo do clone bFSH-CTP 57. O poco 10 corresponde ao controle positivo
(FOLLTROPIN-V).
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5.5 Purificagédo de bFSH-CTP

A proteina bFSH-CTP foi escolhida para dar continuidade ao trabalho. Foi
feita uma inducdo em frasco em grande escala do clone bFSH-CTP 57, onde 3
frascos contendo 100 mL de cultura foram utilizados, a fim de obter bastante
material para os experimentos de purificagdo de bFSH-CTP. A cada tempo de
inducdo (24, 48, 72 e 96 horas) aliquotas do sobrenadante foram retiradas para
acompanhamento do crescimento das células pela medicdo da ODggo. As proteinas
do sobrenadante foram precipitadas com TCA e acetona, para analise em gel de
poliacrilamida desnaturante e western blot. A curva de crescimento do clone bFSH-
CTP 57 esté representada na figura 17A. O western blot revelou que a inducéo do
clone bFSH-CTP 57 foi efetiva nos trés frascos, pois houve aparecimento de bandas
coradas de massa molecular entre 25 e 37 kDa nas amostras dos trés frascos
(Figura 17B). O gel de poliacrilamida desnaturante das amostras da indugdo de
bFSH-CTP 57 do frasco 1 esta respresentado na figura 17C. O gel esta
representado para possivel visualizacdo das outras proteinas presentes no
sobrenadante, mas ndo foi possivel a visualizacdo de uma banda relativa a proteina

desejada nesse gel, pois a expressado da proteina foi baixa.

O sobrenadante do tempo final da indu¢cdo em grande escala do clone bFSH-
CTP 57 foi concentrado e dialisado, utilizando-se a unidade de filtracdo Centriprep
da Millipore. A guantidade de 200 mL de sobrenadante foi concentrada para 4 mL
finais. Para confirmar se as proteinas do sobrenadante foram realmente
concentradas, a quantidade de proteina total do sobrenadante foi medida antes e
depois da concentracéo e dialise com o Centriprep. A quantidade de proteinas do
flow through também foi determinada, para verificar se houve perda de proteina. A
concentracdo inicial de proteina total do sobrenadante foi de 54,05 ug/mL e a
concentracéo final foi de 841,03 ug/mL. A quantidade de proteina presente no flow
through foi insignificante. As proteinas presentes no sobrenadante concentrado e
dialisado foram analisadas por western blot para verificar se a proteina bFSH-CTP
estava realmente presente na amostra. O western blot revelou a presenca da

proteina bFSH-CTP no sobrenadante concentrado (Figura 18).
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Figura 17. A) Curva de crescimento de bFSH-CTP 57. B) Western blot. Anticorpo utilizado: anti-FSHj
- BD Biosciences. Poco 1 corresponde ao marcador. Pogos 2, 3 e 4 correspondem respectivamente
aos frascos de cultura 1, 2 e 3 utilizados na inducao do clone bFSH-CTP 57. Pogo 5 corresponde a
amostra do tempo final de indugéo (96 horas) do controle negativo. Pogo 6 corresponde ao controle
positivo (FOLLITROPIN V). C) Gel de poliacrilamida desnaturante das proteinas presentes no
sobrenadante da cultura do frasco 1 da indu¢édo de bFSH-CTP 57. Os pocos 1, 2, 3 e 4 correspondem
respectivamente as amostras dos tempos 24, 48, 72 e 96 horas de inducdo do clone de controle
negativo. O poco 5 corresponde ao marcador. Os pocos 6, 7, 8 e 9 correspondem respectivamente as
amostras dos tempos 24, 48, 72 e 96 horas de induc¢éo do clone bFSH-CTP 57.
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Figura 18. Western blot do sobrenadante concentrado e dialisado. Anticorpo utilizado: anti-FSHp - BD
Biosciences. Poco 1: marcador. Po¢o 2: 5 ulL de sobrenadante concentrado e dialisado obtido a partir
do meio de cultura do tempo de 96 horas de inducdo do clone bFSH-CTP 57. Pogco 3: 10 pL de
sobrenadante concentrado e dialisado obtido a partir do meio de cultura do tempo de 96 horas da
inducéo do clone bFSH-CTP 57. Poco 4: Amostra do tempo de 96 horas de inducdo do clone de
controle negativo. Poco 5: Controle positivo (FOLLTROPIN-V).

Os 4 mL de sobrenadante concentrado e dialisado foram utilizados nos
experimentos de purificagdo de bFSH-CTP. Inicialmente foi feita uma purificagao
parcial utilizando-se cromatografia de exclusdo molecular. O cromatograma da
exclusdo molecular esta representado na figura 19A. As fracBes coletadas foram
analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante e em western blot. O western blot
revelou a presenca da proteina bFSH-CTP em duas fracdes, que correspondem ao
pico de absorbancia entre os tempos 10 e 15 minutos do cromatograma (Figura
19B).
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Figura 19. Cromatografia de exclusdo molecular. A) Perfil da cromatografia de exclusdo molecular.
Seta indica onde a proteina bFSH-CTP esté presente. B) Analise em gel de poliacrilamida e western
blot mostrando as fracbes em que a proteina bFSH-CTP foi visualizada. Anticorpo utilizado: anti-
FSHp - BD Biosciences. Poco 1: marcador. Poc¢o 2: fracdo 6 coletada na cromatografia de exclusdo

molecular. Pogo 3: fragdo 7 coletada na cromatografia de excluséo molecular.

As duas fragbes da cromatografia de exclusdo molecular em que a proteina
bFSH-CTP foi visualizada (fragbes 6 e 7) foram utilizadas em cromatografia de fase

reversa. O cromatograma de fase reversa esta representado na figura 20A.
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Figura 20. Cromatografia de fase reversa. A) Perfil da cromatografia de fase reversa. Seta indica o
pico de absorbancia que corresponde a proteina bFSH-CTP. B) Analise em gel de poliacrilamida e
western blot mostrando a fragcdo em que a proteina bFSH-CTP foi visualizada. Anticorpo utilizado:

anti-FSHp - BD Biosciences. Poco 1: marcador. Poco 2: fracdo em que bFSH-CTP aparece.
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Foi feito um screening das fracdes coletadas na fase reversa por
espectrometria de massa. Todas as fracbes em que se observaram proteinas de
massas entre 25 a 40 kDa foram selecionadas e analisadas em gel de poliacrilamida
desnaturante e western blot. O gel e o western blot revelaram que a proteina bFSH-
CTP estava presente na fracdo correspondente ao tempo de aproximadamente 38
minutos do cromatograma de fase reversa (Figura 20B).

A cromatografia de fase reversa ndo possibilitou a purificacdo completa de
bFSH-CTP, pois bandas relativas a outras proteinas ainda puderam ser visualizadas
no gel de poliacrilamida desnaturante (Figura 20B). A purificagao incompleta impediu

a caracterizacgéo fisico-quimica da proteina expressa.

5.6 Inducao da expressédo dos clones de bFSH-CTP em fermentador (realizado

em colaboragdo com a empresa Ouro Fino)

Foi feita a inducdo dos clones de bFSH-CTP em fermentador a fim de se

obter uma maior quantidade de proteina recombinante.

Os clones bFSH-CTP 50, 57, e 80, que foram os melhores clones
encontrados no dot blot do sobrenadante de bFSH-CTP (ver item 5.3, figura 13),
foram selecionados e enviados para a Empresa Ouro Fino. L4 foi feita a inducéo da
expressdo desses clones em fermentador. Inicialmente foi feito um experimento
preliminar fermentando-se os trés clones de bFSH-CTP. O clone bFSH-CTP 80
apresentou melhor comportamento durante a fermentacéo e foi escolhido para ser
fermentado novamente, dando continuidade aos experimentos. O perfil do cultivo de
bFSH-CTP 80 em fermentador esta representado na figura 21. A cada 12 horas de
fermentacao aliquotas do sobrenadante foram retiradas para acompanhamento do
crescimento celular e concentracéo protéica e para a precipitacdo de proteinas do

sobrenadante.
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Figura 21. Perfil do cultivo de bFSH-CTP 80 em fermentador, destacando os valores de pH, peso
seco em g/mL, densidade éptica em comprimento de onda de 600 nm e concentracdo de proteina
total em mg/L.

As proteinas do sobrenadante das amostras dos tempos 54, 57, 78, 101, 121,
130 e 145 horas de fermentagédo foram analisadas por western blot. O western blot
mostrou que houve a expressao da proteina desejada em fermentador (Figura 22A).
Em uma segunda fermentacdo para confirmar a expressdo da proteina desejada,
amostras de tempos diferentes de fermentacdo foram analisadas por western blot:
24, 48, 72, 94, 123 e 140 horas. O western blot confirmou novamente que houve a

expressao das proteinas nas culturas em fermentador (Figura 22B).

As culturas obtidas nas fermentacbes serdo parcialmente purificadas e
utilizadas em testes de atividade biolégica pela empresa Ouro Fino. O teste de
bioatividade ja esta sendo planejado e consistira em um teste in vivo realizado em

ratos.



91

A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M bFSH-CTP 80 C+ C-
54 57 78 101 121 130 145
37 kDa
25 kDa
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M bFSH-CTP 80 - C- C+
24 48 72 94 123 140
37 KDa
25 KDa

Figura 22. Western blot das amostras da inducdo do clone bFSH-CTP 80 em fermentador. Anticorpo
utilizado: anti-FSHp - BD Biosciences. A) Pocol: marcador. Pogos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8: amostras dos
tempos 54, 57, 78, 101, 121, 130 e 145 horas de fermentagcdo do clone bFSH-CTP 80,
respectivamente. Poco 9: controle positivo (FOLLTROPIN-V). Pogo 10: amostra do tempo 96 horas
de inducéo do clone de controle negativo. B) Po¢ol: marcador. Pogos 2, 3, 4, 5, 6 e 7: amostras dos
tempos 24, 48, 72, 94, 123 e 140 horas de fermentacdo do clone bFSH-CTP 80, respectivamente.
Poco 8: nada. Pogo 9: amostra do tempo 96 horas de indu¢é@o do clone de controle negativo. Pogo
10: controle positivo (FOLLTROPIN-V).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrada a expressado do hormanio foliculo estimulante

bovino (bFSH) em Pichia pastoris.

A primeira etapa realizada para a expressdao de bFSH em Pichia foi o
desenho dos genes sintéticos bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP. Nas trés construcdes
génicas os genes das subunidades o e § foram fusionados na orientagéo Bo, com o
objetivo de se expressar o bFSH como uma cadeia polipeptidica Unica. Escolheu-se
expressar a proteina de forma fusionada devido a importancia da unido das duas
subunidades na atividade de FSH. E evidente que a formac&o do dimero é um passo
essencial para a atividade biologica dos hormdnios glicoprotéicos (PIERCE;
PARSONS, 1981; RYAN et al, 1988; HARTREE; RENWICK, 1992; SUGAHARA et
al, 1995). Esse fato pode ser corroborado por no minimo quatro evidéncias:
subunidades livres ndo apresentam atividade biologica; as duas subunidades
participam da ligacdo ao receptor; apos a formacdo dos dimeros ha sinal para
continuacdo da glicosilagdo, que contribui para a meia-vida do hormdnio na
circulacdo e para a transducdo do sinal; a eficiéncia da secrecdo dos dimeros €&
determinada pela subunidade p (SUGAHARA et al, 1995). Dessa forma, quando se
busca a expressdo de hormdnios glicoprotéicos em sistemas heterdlogos €
interessante que as duas subunidades sejam expressas de maneira fusionada em
uma cadeia polipeptidica Unica. Quando as duas subunidades sdo expressas
separadamente, se verificam dificuldades de formacdo e secrecdo do dimero
(GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001). A expressao de glicoproteinas de fusdo
supera essas limitacbes. Além disso, ja que a dissociacdo das subunidades leva a
inativacdo do heterodimero, os analogos de cadeia Unica muitas vezes podem
apresentar meia-vida maior na circulacdo (SUGAHARA et al, 1995). Diversos
hormoénios glicoprotéicos de fusdo que apresentam atividade biolégica tanto in vitro
como in vivo ja foram produzidos (SUGAHARA et al, 1995; SUGAHARA et al, 1996;
GARCIA-CAMPAYO et al, 1997), indicando a eficiéncia desse tipo de estruturagao.

A orientagdo Ba foi escolhida porque as regides C-terminal de e N-terminal
de a podem ser modificadas sem efeito muito significativo na atividade biolégica do

heterodimero (SUGAHARA et al, 1995). Em contrapartida, estudos mostram a
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importancia de residuos da regidao N-terminal de e C-terminal de o na ligacdo ao
receptor (DIAS, 1996; GARCIA-CAMPAYO; BOIME, 2001; FAN; HENDRICKSON,
2005). O primeiro hormonio glicoprotéico de fuséo foi produzido com as subunidades
o € B na orientacdo Pa. Trata-se da gonadotrofina coridnica humana (hCG)
recombinante expressa em células CHO, que apresentou atividade bioldgica tanto in
vitro como in vivo (SUGAHARA et al, 1995). FSH e LH humanos também ja foram
expressos em células CHO fusionando-se a regido C-terminal de  a regido N-
terminal de o (SUGAHARA et al, 1996; GARCIA-CAMPAYO et al, 1997). As
proteinas foram secretadas corretamente apresentando atividade biologica. Esses
resultados demonstram que as duas subunidades, quando fusionadas na orientacao
Ba, podem se dobrar adquirindo conformacédo apropriada. Evidencia-se também que
a ligacdo ndo-covalente entre as duas subunidades nao é requerida para a atividade

biolégica das gonadotrofinas.

Os genes sintéticos bFSH-fus, bFSH-L e bFSH-CTP diferem entre si quanto a
presenca ou auséncia de sequéncias espacadoras entre as duas subunidades. Para
a expressdo de FSH recombinante de fusdo Ba, a adicdo de peptideos conectores
exdgenos entre as duas subunidades deve ser considerada. Na expressao de CG de
fusédo PBoa, a regido C-terminal de B funciona como uma ponte conectora entre as
duas subunidades do hCG recombinante (SUGAHARA et al, 1995). Isso porque a
regido C-terminal da subunidade  de CG difere da regido C-terminal de FSH, LH e
TSH. Ela contém aproximadamente 30 residuos de aminoacidos e pelo menos 4
oligossacarideos O-ligados e é denominada de CTP (C-terminal peptide) (PIERCE;
PARSONS, 1981; HARTREE; RENWICK, 1992; GARCIA-CAMPAYO; BOIME,
2001). A regido C-terminal de FSH é muito curta quando comparada a de CG,
fazendo que o espagamento entre a regido C-terminal de B e N-terminal de a fique
reduzido. Acredita-se que o loop cinto de seguranca, que estabiliza o heterodimero,
seja perturbado, alterando a conformacdo estrutural da proteina (GARCIA-
CAMPAYO; BOIME, 2001). FSH humano de fusdo Pa j& foi expresso em células
CHO com e sem sequéncias espacadoras (SUGAHARA et al, 1996). Na auséncia de
peptideos conectores, a taxa de secrecdo de FSH foi muito baixa. Inesperadamente,
no entanto, a ligacdo ao receptor e a transducéo do sinal ndo foram alteradas. Isso
mostra que a presenca de sequéncias espacadoras € importante para a expressao

maxima da proteina, mas ndo necessariamente para a ligacdo ao receptor e
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transdugdo do sinal. Dessa forma, neste trabalho decidiu-se expressar bFSH de

fusdo Ba com e sem sequéncias espacadoras.

Em bFSH-fus, a regido C-terminal de  é diretamente fusionada a regido N-
terminal de a, sem a presenca de peptideos conectores. Em bFSH-L, foi utilizado um
peptideo conector de 16 aminoacidos que foi desenhado por modelagem molecular,
a fim de proporcionar correto espagamento entre as duas subunidades. Em bFSH-
CTP, o peptideo CTP de gonadotrofina coriénica equina foi colocado entre as duas
subunidades. CTP é rico em prolina e ndo apresenta estruturacdo secundaria.
Quando CTP é colocado tanto na regido C-terminal de f quanto em N-terminal de a.,
h& correto espacamento entre as duas subunidades (SUGAHARA et al, 1995). Além
disso, acredita-se que CTP possa aumentar a meia-vida de FSH na circulagcdo. CTP
tem papel na prolongada meia-vida de CG, quando comparada a dos outros
horménios glicoprotéicos. Um problema na administracdo de FSH em testes clinicos
€ a sua curta meia-vida in vivo, o que faz com que o uso clinico de FSH requeira a
aplicacao de varias injecoes. Fares et al (1992) expressaram FSH humano (hFSH)
em células CHO. As duas subunidades foram expressas separadamente e a
subunidade B foi expressa com coépias de CTP fusionadas a sua regido C-terminal. A
presenca do peptideo CTP nado afetou a unido das duas subunidades e sua
secrecdo. A poténcia biolégica in vivo do horménio foi aumentada e sua meia-vida
foi prolongada (FARES et al, 1992).

Pichia pastoris foi o sistema heterdlogo escolhido para a expressao dos trés
genes sintéticos devido a todas as vantagens dessa plataforma de producao. Pichia
apresenta crescimento rapido em meios de cultura simples e sua manipulagéo
genética é facil e rapida. Altos niveis de producédo protéica ja foram relatados para
Pichia. Além disso, esse € um sistema eucaribtico capaz de realizar modificacbes
pos-traducionais e de secretar as proteinas para o0 meio de cultura. O correto
processamento pos-traducional de proteinas € uma caracteristica essencial para a
producdo de FSH, ja que a presenca de ligacdes dissulfeto e de glicosilagbes sédo
essenciais para sua atividade bioldgica. Quando comparado a outros sistemas
eucaridticos de expressdo, Pichia pastoris é o0 sistema mais barato e de
escalonamento mais simples, o que o torna muito atrativo industrialmente. FSH de
ovelha, porco e peixe ja foram expressos em Pichia apresentando atividade
bioldgica (FIDLER et al, 2003; RICHARD et al, 1998; BOZE et al, 2000; AIZEN et al,
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2007; YU et al, 2008). FSH bovino com as subunidades o e [ separadas e co-
expressas também ja foi produzido em Pichia e foi biologicamente ativo (HUO et al,
2007).

Os codons dos genes sintéticos foram substituidos por coédons mais
frequentes de Pichia pastoris, com base no codon usage de Pichia. Cédons que s&o
mais comuns em uma espécie podem ser raros para outras, 0 que pode levar a
dificuldades no processo de traducdo em sistemas heterdlogos, como retardo do
processo ou terminacdo prematura da proteina (DALY; HEARN, 2005). A otimizacéo
de cdédons com base no codon usage pode evitar essas dificuldades e levar a niveis
maiores de expressdo de proteinas heter6logas em Pichia. Por mais que alguns
trabalhos também j& tenham relatado mudancas insignificantes de expressdo com
alteracdo de alguns cdédons (FIDLER et al, 2003), optou-se por otimizar os cédons

para Pichia pastoris nesse trabalho.

Os genes sintéticos foram sintetizados quimicamente e enviados para nosso
laboratorio clonados no vetor pPGKA3. Esse vetor possui como promotor o gene
PGK1, que codifica a 3-fosfoglicerato quinase, e permite a expressao constitutiva de
proteinas heter6logas (ALMEIDA; MORAES; TORRES, 2005; ARRUDA, 2008).
Apesar desse promotor ja ter demonstrado atividade superior a do promotor AOX1,
ele ndo possibilitou a aquisicdo de transformantes que expressassem as proteinas
bFSH de fusédo (dados ndo mostrados). Foram construidos, portanto os vetores de
expressdo pPIC9-bFSH-fus, pPIC9-bFSH-L e pPIC9-bFSH-CTP. O vetor pPIC9
possui como promotor o gene AOX1, que codifica a enzima alcool oxidase, e como
marcador de selecdo auxotréfico para Pichia pastoris, o gene HIS4. A linhagem
celular GS115, que possui uma mutacdo e ndo apresenta o gene HIS4, foi utilizada
para transformacdo com esse vetor. Apdés a transformacdo as células foram
selecionadas pela habilidade de crescer em meio sem histidina. Foi verificado o
crescimento de diversos clones His® nas placas da transformac&o. Esses clones
foram analisados por imuno blot de colbnia para verificar se eles realmente eram
positivos para a expressao das proteinas recombinantes (item 5.3, figura 11). A
grande maioria dos clones His", no entanto, ndo expressou a proteina desejada. 1sso
se deve provavelmente a eventos de recombinagédo génica que levam a conversao
do alelo his4 do genoma de Pichia pastoris pelo gene HIS4 presente no vetor. Dessa

forma, alguns transformantes incorporam somente o gene HIS4, apresentando
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fenotipo His®, mas carecem das outras sequéncias adicionais presentes no vetor
pPIC9 (CREGG et al, 2000). Esses eventos de recombinacdo ocorrem em 10 a 50%
das colonias His® e parecem ser ainda mais freqiientes quando se utiliza a

eletroporagéo para introducéo dos vetores em Pichia pastoris (CREGG et al, 2000).

A secrecdo das proteinas desejadas para o meio de cultura foi analisada no
experimento de dot blot do sobrenadante (item 5.3, figura 13). Esse experimento
mostrou que a secrecao das trés proteinas de fusdo para o ambiente extracelular foi
eficiente. Apesar do requerimento de maiores andlises, o dot blot sugere que as
proteinas de fusdo tenham se dobrado corretamente, adquirindo conformacgéo
tridimensional adequada. Isso porque somente proteinas corretamente dobradas sao

secretadas para o meio de cultura, como sera discutido mais adiante.

Nos experimentos de western blot (Figuras 14, 15 e 16) observa-se que as
trés proteinas realmente foram expressas com as duas subunidades fusionadas.
Isso pode ser confirmado analisando-se a massa molecular das bandas coradas,
entre 25 e 37 kDa. Se as proteinas nao estivessem fusionadas, a massa molecular
observada seria menor, equivalente somente ao tamanho da subunidade
B (aproximadamente 13 kDa para as trés proteinas) ja que o anticorpo utilizado é
especifico contra a cadeia § de FSH. Para o controle positivo FOLLTROPIN-V (que
consiste de FSH comercial, extraido de glandulas pituitarias de suinos), por
exemplo, a banda observada possui massa molecular aproximada de 22 kDa,
equivalente ao tamanho da subunidade 3 de FSH pituitario suino. Quando o controle
positivo € fervido e analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante,
as duas subunidades se dissociam e somente a subunidade B é observada no
western blot. Nas trés construcfes génicas utilizadas neste trabalho, portanto, a
fusdo entre as duas subunidades de bFSH se mostrou eficiente. Tanto o peptideo
conector (em bFSH-L), quanto o peptideo CTP (em bFSH-CTP) possibilitaram a
unido eficiente das duas subunidades e a secre¢cdo do dimero fusionado. A

construcdo bFSH-fus também possibilitou a secrecdo do dimero de cadeia Unica.

A fim de se buscar uma caracterizacao fisico-quimica e estrutural mais
apurada das proteinas produzidas, buscou-se a purificacdo delas. A proteina bFSH-
CTP foi escolhida para dar continuidade ao trabalho. A escolha de bFSH-CTP foi
feita pelo fato de FSH humano ja ter sido expresso na mesma construcao,
apresentando atividade biologica (SUGAHARA et al, 1996). Além disso, hFSH
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expresso com as subunidades separadas, com a adi¢cdo de CTP a regido C-terminal
de B, apresentou atividade bioldégica aumentada e meia-vida prolongada (FARES et
al, 1992). Construcbes como a de bFSH-fus também ja foram realizadas
apresentando atividade bioldgica, mas a secrecdo desse tipo de proteina costuma
ser menor (SUGAHARA et al, 1996). Realmente, como pode ser observado nos
experimentos de dot blot do sobrenadante (Figura 13) e de inducdo em frasco
(Figuras 14 e 16), a secrecao de bFSH-fus foi menor quando comparada a de bFSH-
CTP, o que poderia dificultar os experimentos de purificacdo. A proteina bFSH-CTP
foi parcialmente purificada por cromatografia de exclusdo molecular e de fase
reversa. Nao se conseguiu a purificacdo completa da proteina. Dessa forma, nao foi
possivel a realizacdo de experimentos de caracterizagdo fisico-quimica e estrutural
de bFSH-CTP.

Sem a caracterizacao fisico-quimica de bFSH-CTP, fica dificil afirmar se essa
proteina esta corretamente glicosilada. A proteina bFSH-CTP possui dois sitios para
N-glicosilagédo na subunidade o e dois na subunidade . Além disso, o peptideo CTP
possui quatro sitios para O-glicosilacdo. Pichia pastoris € capaz de realizar tanto a
N- quanto a O-glicosilacdo. Pichia adiciona carboidratos que consistem basicamente
de ManggGIcNAC,, sendo que manosiltransferases podem posteriormente adicionar
ainda mais residuos de manose (CEREGHINO et al, 2002). Em humanos, 0s
oligossacarideos adicionados possuem uma estrutura central comum que consiste
de Man3GIcNAc,, podendo no final chegar a Mans.¢GICNAc; (ver oligossacarideo rico
em manose, figura 4). Essa diferenca na quantidade de manoses adicionadas pode
ser um problema na utilizacao terapéutica das glicoproteinas produzidas em Pichia.
Proteinas hiperglicosiladas podem ser antigénicas, sendo rapidamente retiradas da
circulacdo sanguinea (CEREGHINO et al, 2002). No entanto, diferentes FSHs
produzidos em Pichia jA se mostraram biologicamente ativos in vivo (FIDLER et al,
2003; HUO et al, 2007).

No trabalho de Huo et al (2007), que expressou bFSH com as subunidades
separadas em Pichia pastoris, as subunidades o e B se associaram formando um
heterodimero biologicamente ativo de aproximadamente 35 kDa. A massa molecular
tedrica da proteina, sem contar as glicosilacdes, era de 24 kDa. Os autores
afirmaram que a massa molecular maior encontrada indicava glicosilagao do FSH

recombinante. A produgcédo de bFSH em leite de camundongos (GREENBERG et al,
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1991) e de coelhos transgénicos (COULIBALY et al, 2002) levou a observacéo de
proteina de massa molecular de 38 kDa. Em baculovirus (VAN DE WIEL et al, 1998)
e em plantas (DIRNBERGER et al, 2001) foram produzidos bFSHs de 32,5 kDa e 30
kDa, respectivamente. As diferencas na composi¢ao dos oligossacarideos N-ligados
de cada sistema heterélogo pode ter levado a observacdo das massas diferentes
dos bFSHs recombinantes (HUO et al, 2007). Neste trabalho, ndo foi possivel a
determinacdo da massa molecular de bFSH-CTP por espectrometria de massa, pois
existiam outras proteinas na fragcdo analisada na placa de MALDI-TOF/TOF. Os
experimentos de western blot também ndo foram capazes de determinar
apuradamente a massa da proteina, pois foram visualizadas bandas coradas de
massa molecular entre 25 kDa e 37 kDa para bFSH-CTP (Figura 16). Torna-se,

portanto, incerto prever qualguer coisa acerca de glicosilacdo da proteina expressa.

No presente trabalho os niveis de expressdo de bFSH em frasco foram
baixos. Isso é evidenciado pelas bandas fracas visualizadas nos géis de
poliacrilamida desnaturante dos experimentos de purificacdo de bFSH-CTP (Figuras
19 e 20) e pela nao visualizacdo de bandas definidas relativas as proteinas de fuséo
nos géis de poliacrilamida desnaturante dos experimentos de indugdo em frasco
(dados ndo mostrados). Bandas relativas as proteinas sé puderam ser visualizadas
por western blot (Figuras 14, 15 e 16). A expressdo baixa, porém, ndo é
surpreendente e esta em acordo com outros dados da literatura. O rendimento de
producdo de FSH em Pichia pastoris costuma ser baixo quando comparado ao que
Pichia consegue alcancar. Enquanto que trabalhos descrevem niveis de expressao
de diversas proteinas em Pichia na ordem de mg/mL (ROMANOS, 1995), o
rendimento da producdo de FSH costuma ser da ordem de ug/mL. FSH de tilapia
(AIZEN et al, 2007) e FSH ovino (FIDLER et al, 2003) ja foram expressos em Pichia
pastoris na concentracédo de 0,1 ug/mL. A fim de verificar se os niveis de producgéo
de FSH poderiam ser aumentados, Fidler et al (2003) examinaram diversos fatores
que poderiam influenciar a expressdo. Eles testaram a utilizacdo de diferentes
sequéncias sinal de secrecdo, de diversos vetores de expressdo, de variadas
linhagens celulares, de dois fenotipos dos recombinantes (Mut® ou Mut®) e ainda
substituiram alguns cédons nativos, utilizando o codon usage de Pichia. Nenhum
desses fatores alterou significativamente o nivel de expressdao de FSH em P.

pastoris. FSH de porco ja foi produzido na concentracédo de 1 ug/mL (RICHARD et
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al, 1998) e a producdo de 2 pug/mL de FSH de enguia japonesa em P. pastoris
também ja foi reportada (AIZEN et al, 2007). Rendimento um pouco maior na
producdo de FSH de porco foi obtido em fermentador (280 pg/mL) (BOZE et al,
2000). Na verdade, nenhum sistema de expressdo foi capaz de expressar
quantidades exorbitantes de FSH (RICHARD et al, 1998). A maior quantidade de
FSH recombinante ja descrita foi de 8 mg/mL em células CHO (hFSH) e em
linhagem celular S2 de Drosophila sp. (FSH de bagre) (OUT et al, 1997; AIZEN et al,
2007). Nivel baixo de expressao de FSH recombinante pode ser o fator que limita a

sua utilizacado comercial (HUO et al, 2007).

Os baixos niveis de expressédo de bFSH vistos neste trabalho (e também em
outros) se devem muito provavelmente a complexidade da molécula de FSH, que é
altamente dobrada e apresenta glicosilacoes e diversas ligacdes dissulfeto. Isso
pode dificultar sua secrecao para o meio de cultura. De fato, dobramento protéico e
formacdao de ligacBes dissulfeto sdo fatores limitantes na via de secrecao protéica de
leveduras (HUO et al, 2007). As proteinas sdo dobradas no reticulo endoplasmaético,
onde existe um sistema de controle de qualidade que assegura que somente
proteinas corretamente dobradas serdo secretadas para o0 meio extracelular
(AGAPHONOV et al, 2002). Proteinas mal dobradas sédo rapidamente degradadas
pela via de degradacdo protéica associada ao reticulo endoplasméatico ou por
proteases vacuolares (AGAPHONOV et al, 2002). Isso faz com que, apesar da via
de secrecdo de leveduras ser similar a de outros eucariotos, nem todas as proteinas
de eucariotos superiores possam ser eficientemente secretadas em leveduras
(AGAPHONOV et al, 2002). A co-expressdo de FSH com proteinas que facilitem seu
dobramento correto pode levar a um aumento da sua expressdo e secrecao. A
proteina dissulfeto isomerase (PDI) possui atividade de isomerase e de chaperona,
participando de processos como dobramento e modificacdes péds-traducionais, por
catalisar a oxidagcéo e a isomerizagcédo de dissulfetos. A co-expresséo de PDI com
outras proteinas ja ajudou a aumentar seus niveis de secrecdo em S. cerevisae e P.
pastoris (HUO et al, 2007). A co-expressao de PDI com bFSH em Pichia levou a um
nivel de expresséo seis vezes maior do que sem a PDI (HUO et al, 2007). O nivel de
expressao encontrado no trabalho ainda foi modesto, mas os autores afirmaram que
considerando o aumento da producdo em fermentadores, a expressao de FSH pode

alcancar niveis altos no futuro.
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O escalonamento da producdo com a utilizacdo de fermentadores ainda é a
metodologia mais procurada para a obtencdo de altos niveis de proteinas
recombinantes em Pichia pastoris. Na tentativa de se produzir maiores quantidades
de bFSH para a realizagdo de testes in vivo de atividade biolégica e para a futura
producdo industrial e utilizacdo comercial dessa proteina, buscou-se a inducédo da
expressdo dos recombinantes em fermentador. A fermentacao foi realizada pela
empresa Ouro Fino. Os experimentos de fermentacdo, no entanto, ainda
representam estudos preliminares. Nao se pode afirmar que o nivel de expresséo de
bFSH foi maior em fermentador do que em frasco. O que se pode afirmar até o
momento é que a expressdo de bFSH esta sendo eficiente em fermentador, como
pode ser visto pelos experimentos de western blot detalhados neste trabalho (Figura
22). Ha necessidade de maiores andlises e de extensdo dos parametros de
crescimento analisados a fim de se obter otimizacdo do processo de producéo de
bFSH.
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi possivel a expressdo de FSH bovino recombinante em
Pichia pastoris. Apesar de bFSH ja ter sido expresso de diversas maneiras em
diferentes sistemas heterdlogos e até mesmo em Pichia pastoris, este é o primeiro
trabalho que mostra a expressdo de FSH bovino com as duas subunidades
fusionadas em Pichia. Esta construgéo apresenta vantagens, pois nao se verificam
dificuldades de formacéo e secrecédo do dimero de FSH, que ocorre quando as duas

subunidades sédo expressas separadamente.

Pichia pastoris pode ser uma plataforma atraente para a producdo de bFSH.
No entanto, o nivel de producéo dessa proteina foi baixo quando comparado ao que
Pichia pode produzir. A producdo de bFSH est4 sendo otimizada em fermentador
juntamente com a indastria Ouro Fino. Testes de atividade in vivo também estao
sendo planejados juntamente com a empresa, a fim de verificar a eficiéncia bioldgica
das proteinas de fusdo expressas. Ainda sdo necessdarias analises mais apuradas
de caracterizacdo protéica para verificar se as proteinas estdo sendo expressas

corretamente.

A producdo de FSH bovino recombinante em Pichia ndo apresenta as
desvantagens encontradas nos métodos tradicionais de produgdo, como fonte de
FSH, transmissdo de patdgenos e contaminacédo com outras gonadotrofinas. Isso faz
com que o bFSH recombinante seja muito atrativo para utilizacdo comercial. N&o
existem preparacbes de bFSH recombinante disponiveis para comercializacao.
Alias, ndo h& producdo nem de FSH pituitario no Brasil. As preparacfes para
utilizacdo na pecuéaria devem ser importadas. Esse trabalho é, portanto, um passo
inicial importante para que no futuro se possa produzir bFSH recombinante em nivel
industrial, possibilitando, quem sabe, sua utilizacdo comercial em processos de

melhoramento genético de bovinos no Brasil.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Codon usage de Pichia pastoris.

Pichia pastoris |gbpln|: 137 CDS's (81301 codons)
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ﬁelds: [triplet] [frequency: per thousand]| (|[number])
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Coding GC 42.73 % lst letter GC 48.72 % 2nd letter GC 37.32 % 3rd letter GC 42.16 %



