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RESUMO
A Dbiotecnologia ¢ essencial para o avango da medicina, terapia génica e diagnosticos, € a
producdo de proteinas recombinantes desempenha um papel crucial nesse contexto. O
objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de activina A, proteina com importantes
aplicacOes terapéuticas, em Komagataella phaffii, focando nos efeitos da suplementagdo com
o antioxidante acido ascorbico, utilizado para mitigar a toxicidade do metanol, usado como
indutor na expressao de proteinas recombinantes. Foi utilizada uma cepa recombinante de K.
phaffii para expressar a proteina activina A sob o controle do promotor AOX1. As células foram
pré-cultivadas em meio YPD e transferidas para meio BSM. Durante a fase de indu¢do o meio
foi suplementado com diferentes concentragdes de acido ascorbico (0, 5, 10, 15 e 20 mM) entre
inducdes com metanol. A presen¢a da activina A foi confirmada por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida e coloracdo por prata. Além disso, a proteina foi quantificada por dosagem
utilizando o método de Bradford. Os resultados mostraram uma melhora significativa na
producdo de activina A nos grupos suplementados com acido ascorbico, com destaque para as
concentragdes de 10 e 15 mM, que apresentaram maior rendimento. A concentragao de 10 mM
de acido ascorbico foi considerada a melhor opgao para maximizar a produgdo de activina A
em K. phaffii. Conclui-se que a suplementacao com acido ascorbico € uma estratégia eficaz para
otimizar a producdo de proteinas recombinantes, contribuindo para o desenvolvimento de
terapias biotecnologicas mais eficientes e acessiveis.

Palavras-chave: Biotecnologia; Activina A; Expressdo heterdloga; Antioxidante; Engenharia
Genética.

1 INTRODUCAO

A biotecnologia ¢ uma area vital para o avango da medicina, terapia génica, diagnosticos
e diversas outras. Nesse contexto, a produgdo de proteinas recombinantes desempenha um papel
crucial, impulsionando inovagdes em varios setores da industria (Tripathi e Shrivastava, 2019;
Garcia et al., 2023). As proteinas recombinantes sdo sintetizadas por meio de técnicas de
engenharia genética, que envolvem a insercao de genes de interesse em sistemas de expressao
heterdlogos, ou seja, organismos diferentes daqueles em que essas proteinas sdo naturalmente
produzidas (Puetz e Wurm, 2019; Hadar et al., 2022). Uma das principais vantagens dessa
abordagem ¢ a possibilidade de producdo em larga escala, de forma consistente, garantindo
qualidade e eficacia. Além disso, essas proteinas sdo mais facilmente purificadas, o que reduz
a presenca de impurezas e efeitos colaterais, comparado a medicamentos derivados de fontes
naturais (Jefteris, 2021; Pollet et al., 2021).

Para a produgdo de proteinas recombinantes, ¢ comum o uso de microrganismos como
células hospedeiras, e as leveduras, especialmente a Komagataella phaffii (anteriormente
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conhecida como Pichia pastoris), se destacam nesse cenario. Elas oferecem crescimento rapido,
facilidade de cultivo e alto rendimento na producgdo de proteinas (Giindiiz Ergiin et al., 2019;
Huertas e Michén, 2019). A K. phaffii tornou-se um hospedeiro ideal para expressao heterdloga
devido a trés caracteristicas: capacidade de crescer até altas densidades (> 150 g/L), habilidade
de secretar proteinas totalmente dobradas e funcionais, e um promotor AOX1 (alcool oxidase
I) que ¢ fortemente reprimido na presenga de glicose, glicerol ou etanol e totalmente induzido
por metanol (Yamada et al., 1995; Wollborn et al., 2022). O promotor AOX1 da K. phaffii,
ativado pelo metanol, ¢ essencial para a expressdao heteréloga de proteinas recombinantes,
permitindo a produ¢do em larga escala de proteinas complexas (Yang et al., 2018; Tiirkanoglu
Ozgelik et al., 2019).

No entanto, a produgdo de proteinas recombinantes em células hospedeiras, incluindo a
levedura K. phaffii, enfrenta limitagdes como a regulagdo inadequada da expressdao génica,
instabilidade das proteinas e baixo rendimento de producdo. A otimizag¢ao das condigdes de
cultivo, incluindo a suplementacdo do meio, ¢ crucial para superar esses desafios (Tiirkanoglu
Ozgelik et al., 2019; Bustos et al., 2022; Brabander et al., 2023). No caso da K. phaffii, um dos
desafios mais frequentes ¢ o uso de metanol. Este ¢ uma importante fonte de carbono e um
indutor da expressdo génica na maioria das estratégias de fermentagdo de K. phaffii, sendo
usado tanto para o crescimento da biomassa quanto para a indug¢do da produgao de proteina pelo
promotor AOX1 (Garcia-Ortega et al., 2019; Tiirkanoglu Ozgelik et al., 2019).

A toxicidade associada a oxidagao do metanol pela enzima alcool oxidase (AOX) pode
ser mitigada pelo uso de antioxidantes como o acido ascorbico (vitamina C), que ajuda a
preservar a viabilidade celular e a qualidade das proteinas produzidas (Liu ef al., 2019; Yang et
al., 2020; Lin et al., 2021). No entanto, cada proteina recombinante apresenta desafios
especificos em relacdo a expressdo, tornando crucial o desenvolvimento de estratégias
personalizadas de bioprocessamento (Contesini et al., 2020; Gordeeva et al., 2022; Besleaga et
al., 2023).

Neste contexto, este estudo se concentrou na proteina recombinante activina A, membro
da familia TGF-B (Fator de crescimento transformante beta), que desencadeia uma série de
eventos bioldgicos fundamentais, incluindo regulagao do ciclo celular, diferenciagdo celular e
regeneracdo tecidual (Bloise ef al., 2019), sendo, por esses fatores, importante alvo no
desenvolvimento de terapias e diagndstico. Foram investigados os efeitos de diferentes
concentragdes (5, 10, 15 e 20 mM) de 4cido ascérbico sobre a produgdo da activina A
recombinante, escolhida por suas diversas fungdes bioldgicas e aplicacdes terapéuticas.

2 MATERIAIS E METODOS

Figura 1 - Procedimentos do experimento.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

Cultivo das células de K. phaffii transformadas: O procedimento de cultivo e
fermentagao segue o protocolo “EasySelect™Pichia Expression Kit”” com modifica¢des (Figura
1). Os clones capazes de expressar a proteina, de propriedade da Proteobras Desenvolvimento
Biotecnologico Ltda., foram fornecidos em parceria pela empresa. O meio s6lido YPD (extrato
de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2% e agar 3%) esterilizado em autoclave foi vertido em
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placas de Petri (20 mL). Apos solidificado o meio, este foi estriado com 20 uL do clone por
placa, sendo essas, em seguida, incubadas em estufa a 30°C por 48 horas.

Fermentacdo e expressdo da activina A: O meio liquido BSM (basal salts medium) foi
esterilizado em autoclave e, apos o resfriamento, foi realizada a transferéncia das leveduras do
meio solido YPD para BSM (5 placas para 300 mL), suplementado com solugdo de minerais
tragos (PTM1 4,35 mL/L). As leveduras foram cultivadas sob agitaciao a 250xg e 30°C por 48
horas. Apds isso foi iniciada a indugdo a cada 12 horas com adi¢@o de metanol (0,5%) e PTM1
(12 mL por litro de metanol), bem como &cido ascorbico, 0; 5; 10; 15 e 20 mM, para os grupos
1,2, 3,4 e 5, respectivamente, uma vez ao dia entre as indugdes. Todo o processo da adicao de
solucdes foi realizado em capela de fluxo laminar com materiais esterilizados com alcool 70%
e luz ultravioleta (20 minutos). Ao final do processo, o fermentado foi submetido a
centrifugagdo por 20 minutos a 4.000xg para separagao das células e, ao final do ciclo, retirou-
se o0 sobrenadante, que foi transferido para filtros de ultracentrifugacao (Amicon®) de 10 kDa,
para concentracdo e didlise com tampao fosfato de so6dio 0,1 M pH 7,0.

Analises: O material foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
na concentracdo de 12,5%, para identificacdo da activina A por comparacdo de seu fator de
migracdo com os de proteinas padrdo de massas conhecidas. A quantificacdo do conteudo
proteico foi realizada pelo método de Bradford, baseado na ligagdo do corante coomassie
brilliant blue (G-250), a proteina, e na comparagao desta ligacdo com uma curva padrido gerada
pela reacdo de quantidades conhecidas da proteina padrdo, albumina sérica bovina (Bradford,
1976). O experimento foi realizado em duplicata, a fim de se obter valores médios de maior
precisao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram uma melhora significativa na produgdo de activina A em
todos os grupos suplementados com acido ascoérbico, quando comparados ao grupo controle
(sem suplementagdo). Os grupos com 10 ¢ 15 mM de acido ascorbico (Grupo 3 e 4)
apresentaram o melhor desempenho. A analise quantitativa da proteina, utilizando o método de
Bradford, e a confirmagao por SDS-PAGE (Figura 2), mostraram uma clara correlacio entre a
concentragdo de acido ascorbico e a produgdo de activina A.

Figura 2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12,5%.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

A analise por SDS-PAGE (Figura 2) confirmou a presenga de activina A em todos os
grupos, com uma banda nitida correspondente ao peso molecular esperado da proteina (~26
kDa). A intensidade das bandas foi maior no grupo 4, seguido do 3, corroborando os dados
quantitativos de Bradford para cada grupo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Activina A produzida nos diferentes grupos, concentragdes em ug/ul obtidas pelo
método de Bradford (1976).

Acido ascorbicoma A produzida
(mM) (ng/pL)
0 0,1130
5 0,1154
10 0,1869
15 0,1889
20 0,1587

Esses resultados indicam que a suplementagdo com acido ascorbico promove um
aumento na producdo de activina A, com a concentracdo de 15 mM (grupo 4) resultando na
maior produgdo. Entretanto, por ndo apresentar diferenga estatisticamente significante (Figura
3), a suplementa¢do com a concentragdo de 10 mM (grupo 3) se mostra a melhor opg¢ao, pela
melhora equivalente a do grupo 4, com uso de menos acido ascorbico.

Figura 3 - Producdo de activina A com a suplementagao de diferentes concentragdes de acido
ascorbico (Controle (0); 5; 10; 15 e 20 mM) durante o periodo de inducdo. Os grupos que
receberam 10 e 15 mM nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa, assim como
o grupo que recebeu SmM e o controle (p<0,05%).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

A suplementagdo com acido ascorbico mostrou-se eficaz na melhora da producao de
activina A em K. phaffii. O acido ascorbico, atuando como antioxidante ajudou a mitigar os
efeitos toxicos do metanol, preservando a viabilidade celular e a qualidade da proteina
produzida (Liu et al., 2019; Yang et al., 2020; Lin et al., 2021). O grupo com 10 mM de acido
ascorbico destacou-se como o mais eficiente, sugerindo que essa concentragdo ¢ ideal para
maximizar a produgdo de activina A. A diminui¢do na producdo observada no grupo com 20
mM pode ser atribuida a um possivel efeito inibitério em altas concentracdes de acido
ascorbico, o que ja foi observado em outros sistemas bioldgicos (Contesini et al., 2020).

Para fins de comparacao, ¢ importante notar que estudos prévios revelaram diferencas
marcantes nos efeitos do acido ascorbico. Em um estudo conduzido por Azadi e equipe (2018),
focado na producdo de hormoénio de crescimento humano recombinante em K. phaffii,
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observou-se um aumento na expressao de proteinas de 16%, 40% e 49% com concentracdes de
acido ascorbico de 5, 10 e 20 mM, respectivamente. Outro estudo realizado pela equipe de Xiao
(2006), investigando a producgdo de hirudina, mostrou que a suplementacao de 10 mM de 4cido
ascorbico resultou em um aumento de 29,73% na expressao de proteinas em comparagdo com
o grupo controle, um resultado comparavel aos obtidos neste estudo. Embora o estudo de
Xiao tenha focado na viabilidade celular, a melhoria na expressao proteica destaca o potencial
do 4&cido ascorbico como um fator benéfico em diferentes contextos de expressao proteica.

As variagdes nos resultados entre os estudos podem ser atribuidas a varias varidveis
experimentais discutidas anteriormente, incluindo a linhagem especifica de K. phaffii utilizada,
as caracteristicas da proteina estudada, a metodologia experimental e as condi¢gdes de cultivo.
Em resumo, os achados deste estudo indicam que a adi¢ao de acido ascorbico nas concentragdes
de 10 e 15 mM resultou em melhorias significativas na expressdo de proteinas recombinantes
em K. phaffii. A comparacdo com estudos anteriores, como o de Xiao (2006), reforca o
potencial do acido ascorbico como uma estratégia valiosa para otimizar a expressao de proteinas
recombinantes em sistemas que utilizam K. phaffii como hospedeiro.

Os resultados reforgam a viabilidade de K. phaffii como um sistema hospedeiro eficaz
para a producdo de proteinas recombinantes, especialmente quando suplementado
adequadamente. A capacidade de crescer em altas densidades e secretar proteinas funcionais
faz dessa levedura uma escolha promissora para aplicagdes industriais (Yamada et al., 1995;
Wollborn et al., 2022).

A suplementacdo com acido ascorbico melhorou significativamente a produgdo de
activina A em K. phaffii, com a concentragdo de 10 mM sendo a mais eficaz. Estes achados
destacam a importancia de otimizar as condigdes de cultivo e suplementacdo para maximizar a
produ¢do de proteinas recombinantes, contribuindo para avangos na biotecnologia e suas
aplicacdes terapéuticas. A comparagdo com estudos anteriores, como o de Xiao (2006), reforga
o potencial do &cido ascorbico como uma estratégia valiosa para aprimorar a expressao de
proteinas recombinantes em sistemas baseados em K. phaffii.

4 CONCLUSAO

A suplementagdo de 4acido ascorbico tem agdo positiva na expressdo de proteinas
recombinantes em Komagataella phaffii. Concentragdes de 10, 15 ¢ 20 mM demonstraram
melhorias significativas na expressao da activina A. Os resultados refor¢am o potencial do &cido
ascorbico como estratégia eficaz para otimizar bioprocessos em sistemas baseados em K.
phaffii. A pesquisa sugere novas possibilidades para o desenvolvimento de terapias
biotecnologicas mais eficientes, destacando a importancia continua da investigacdo nesse
campo.
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