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RESUMO

O Brasil possui um rebanho bovino comercial com mais de 200 milhdes de animais, sendo um
dos maiores produtores mundiais de alimento de origem animal. Para a produg¢do animal, a
reproducdo ¢ uma parte fundamental e pode ser realizada em laboratério por meio da
fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrido. Assim, técnicas de superovulagdo como a
administragdo do hormonio foliculo-estimulante (FSH) podem ser utilizadas e, para se obter
melhores resultados nesses protocolos, hd a necessidade do controle de qualidade e pureza do
hormonio utilizado. Nesse aspecto, o desenvolvimento de proteinas recombinantes em sistemas
de expressao como as leveduras ¢ uma alternativa biotecnoldgica que pode aumentar a
eficiéncia dos protocolos de superovulacao. Este projeto avaliou a expressao proteica da cadeia
beta do hormodnio foliculo-estimulante bovino recombinante (rbFSH-B) em Komagataella
phaffii utilizando 3 diferentes concentragdes de metanol durante a fase de indugdo da
fermentagao, sendo 0,5%, 1,0% e 1,5% de metanol em 48 horas de indug@o. Os clones foram
crescidos no meio sélido yeast extract-dextrose-peptone (YPD) e transferidos para meio liquido
glicerol + sais, onde foram induzidos por 48 horas. A purificacdo do sobrenadante foi feita
utilizando tubos de ultrafiltragdo Amicon com membrana de celulose de 10 kDa, no qual foi
trocado o meio glicerol + sais por tampao fosfato de sdédio monobasico 0,1 M, pH 7 ¢ as
amostras foram concentradas 40x. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% com dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) para confirmagao da presenca
da rbFSH-f, sendo também realizada a dosagem de proteinas pelo método de Bradford. A
analise estatistica foi baseada nas concentragdes das expressdes proteicas de cada amostra. A
eletroforese confirmou a presenca da banda da rbFSH-B e seu grau de pureza. A amostra
induzida com metanol na concentragdo de 1,0% demonstrou maior concentragdo proteica da
rbFSH-B, aumentando em quase 25x a concentra¢do da proteina em comparagdo com o grupo
controle negativo, que nao houve indugcdo com metanol. Os resultados podem contribuir com
estudos que visam otimizar a expressao de proteinas recombinantes em sistemas de expressao
como a Komagataella phaffii que utilizam o promotor AOX1 para indugdo da fermentagao.

Palavras-chave: fertilizacdo in vitro; superovulagdo; expressdo heterdloga; FSH-B
recombinante; Komagataella phaffii.

1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de alimento de origem animal,
possuindo um rebanho bovino comercial com mais de 200 milhdes de animais. A nutrigdo e
reproducdo bovina sdo duas partes fundamentais dentro da producdo animal e a biotecnologia
pode desempenhar um papel crucial no aperfeicoamento da produc¢do animal, seja no ambito
nutricional ou reprodutivo (SAID, S. et al., 2020; PINA et al., 2023).

A partir do século XX, técnicas como a de superovulagdo e transferéncia de embrides
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foram responsaveis por grande parte da producdo de embrides bovinos que sdo utilizados em
processos de fertilizagdo do 6vulo com espermatozoide em laboratério, conhecida como
fertilizagdo in vitro (FIV) (LOLLATO et al., 2022). Como exemplo, em circunstancias normais
uma cabra ovula de 1 a 3 6vulos por ciclo estral. J& com a superovulagdo, por meio da
administracao de doses do hormonio FSH, esse valor pode aumentar para entre 10 e 20 6vulos
disponiveis (KHAN et al., 2023).

Os protocolos utilizados na superovulacao influenciam diretamente na qualidade da
resposta ovulatoria. Isto €, a resposta ovulatdria é dependente da qualidade dos hormdnios
utilizados durante a técnica de superovulagdo. Extratos pituitarios (ou extratos da glandula
pituitaria, conhecida como hipofise) obtidos diretamente de animais podem conter algumas
desvantagens como alto custo para extragdo, baixo rendimento e transmissdo de doengas.
Dentro do extrato pituitario estdo os hormoénios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH) (SANDERSON e MARTINEZ, 2020).

O FSH ¢ uma glicoproteina composta por duas cadeias polipeptidicas, a cadeia alfa (o)
e a cadeia beta (). Mutacdes nos genes que expressam a FSH- podem acarretar disfuncdes
em mulheres como atraso puberal caracterizado por auséncia ou pequeno desenvolvimento
mamario, amenorreia primaria e infertilidade. Isso pode significar que alteragdes na FSH-3
também podem levar a disfungdes no organismo, pois ela perderia sua especificidade bioldgica.
Assim, a FSH-B pode ser alvo de pesquisas para conferir se possui atividade bioldgica como
cadeia unica (COSTA et al., 2003).

O receptor do FSH exibe um alto grau de especificidade tecidual. Ele é encontrado nas
células de Sertoli nos testiculos, estimulando a producdo de espermatozoides, e nas células da
granulosa nos ovarios, estimulando o crescimento e maturagdo dos foliculos ovarianos
(LANDOMIEL et al., 2014).

Os foliculos ovarianos sdo gerados durante a fase embrionaria. Sendo assim, ao
nascimento, o ovario apresenta cerca de 400.000 foliculos, limitados e ndo-renovaveis. Ao
atingir a maturidade sexual, ou puberdade na espécie humana, a fémea sofre uma série de
alteracdes fisiologicas que desencadeiam respostas que preparam o corpo da fémea para futuras
gestacoes (ACOSTA-BUENO et al., 2020).

O mecanismo que desencadeia as alteragdes fisiologicas da matura¢do sexual ndo ¢
conhecido por completo na literatura, porém o aumento no nivel do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) no cérebro ¢ uma caracteristica ja estabelecida. Do ponto de vista
neuroenddcrino, essa caracteristica ¢ o marco do inicio da maturagdo sexual, processo
conhecido como periodo fértil (SEMAAN e KAUFFMAN, 2022).

A adenohipdfise ao receber o estimulo de GnRH estimula a producdo de dois
hormodnios: o FSH e LH. O GnRH estimula a expressdo génica da subunidade beta de LH e
subunidades o e B de FSH. Dentro deste contexto de crescimento folicular, o FSH se destaca.
Neste sentido a producdo da bFSH-B recombinante (rbFSH-B) pode ser uma alternativa
biotecnolodgica que poderia gerar a producao em larga escala com alto grau de pureza (SALEH;
TAYLOR, 2023).

Para a escolha de um sistema de expressdo deve-se levar em considera¢do algumas
caracteristicas biotecnoldgicas. A produgdo de proteinas em larga escala e o controle regulatdrio
da expressao génica sdo algumas caracteristicas importantes. Além disso, a justificativa para a
producdo de proteinas recombinantes leva em consideracdo que a fonte natural da qual a
proteina ¢ obtida (no caso do FSH, obtido dos extratos pituitarios diretamente de animais, por
exemplo o hormodnio foliculo-estimulante bovino (bFSH)) ¢ mais cara e possui baixo
rendimento (KARAOZLAN, 2023).

Neste cenario, células hospedeiras como as leveduras se destacam. Elas apresentam
vantagens em relagdo aos outros sistemas de expressao pois incluem a capacidade de produzir
alteracdes pos-traducionais como modificagdes da conformacgdo tridimensional da proteina e
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metilacdes, além de sua capacidade de escalonamento. Essas e outras caracteristicas fazem com
que as leveduras se destaquem como sistemas de expressdo a serem utilizados para a
producdo de proteinas recombinantes (KARAOZLAN, 2023).

A Komagataella phaffii (K. phaffi), anteriormente conhecida como Pichia pastoris, é
uma cé¢lula hospedeira muito interessante a ser utilizada como sistema de expressao. A K. phaffi
possui um mecanismo de controle de expressdo génica, que garante que somente as proteinas
dobradas corretamente no reticulo endoplasmatico sejam secretadas para o meio extracelular
(HUO et al., 2007).

Além disso, a K. phaffi ¢ uma levedura metilotrofica. Isso significa que ela consegue
crescer em metanol como unica fonte de carbono e energia por meio de genes superexpressos
que codificam enzimas da via de assimilagdo e dissimilagdo do metanol. O gene AOX1 (4lcool
oxidase 1) ¢ um forte promotor que controla a expressdo génica da proteina recombinante,
fazendo com que o gene seja induzido na presenca de metanol e reprimido por glicose e etanol
(TURKANOGLU OZCELIK et al., 2019).

Nesse contexto, esse projeto teve como objetivo avaliar métodos para otimizar a
expressao proteica da rbFSH-B produzida em Komagataella phaffii utilizando diferentes
concentragdes de metanol.

2 MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos clones

Os clones utilizados no projeto, de propriedade da Proteobras Desenvolvimento
Biotecnoldgico Ltda., foram fornecidos em parceria pela empresa. Os clones de K. phaffii sdo
modificados geneticamente para expressdo da cadeia beta do hormonio foliculo-estimulante
bovino (bFSH-p).

Meio solido para cultivo da K. phaffii

Para a propagagdo da levedura, foi utilizado o meio solido yeast extract-dextrose-peptone
(YPD), nas concentragdes de: 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% dextrose e 3% agar. O
meio foi esterilizado na autoclave e vertido 20 mL de meio em cada placa de Petri.

Inoculacgio

Ap6s a solidificagao do meio, foram pipetados 20 uLL da amostra de clones de K. phaffii
geneticamente modificada para producdo da bFSH-P em cada placa de Petri e estriadas com
bolinhas de vidro. As placas foram armazenadas em estufa a 30°C por 72 horas para
crescimento.
Meio liquido para cultivo da K. phaffii

Ap0s o crescimento das leveduras, elas foram transferidas para 4 diferentes Erlenmeyers
de 500 mL (A, B, C e D) contendo 50 mL de meio liquido glicerol + sais previamente
esterilizados, que foram colocados sob agitacdao constante de 500 rpm a 30°C por 24 horas.

Fermentacao e inducio

Apds 48 horas de agitagdo do meio glicerol contendo as leveduras, foi adicionado
metanol (MeOH) em cada erlenmeyer para iniciar a indugdo da fermentagdo em diferentes
concentragdes, sendo: A grupo controle (0 pL de MeOH); B metanol 0,5% (250 uL de MeOH);
C metanol 1,0% (500 pL de MeOH); D metanol 1,5% (750 uL de MeOH).

O metanol foi adicionado por 4 vezes num intervalo de 12h/12h. Além disso, para cada
250 pl de metanol foi adicionado 3 pl de PTM1 (12 mL/L de metanol). Durante o processo de
fermentagdo, o meio ficou sob agitagdo constante de 500 rpm a 30°C.
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Purificacao e concentracao

Para a purificagdo da rbFSH-B, ao final da fermentagdo, o fermentado foi vertido em
tubos falcon de 15 mL e centrifugados a 1472g por 40 minutos. O sobrenadante foi separado
das leveduras e as leveduras foram descartadas.

O sobrenadante foi centrifugado em tubos de ultrafiltragdo Amicon com membrana de
celulose de 10 kDa, onde foi lavado 3 vezes com tampao fosfato de sdédio monobasico 0,1 M,
pH 7,0 até a troca completa do meio. Por tltimo, as amostras foram concentradas 40x.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE)

Para verificar se a proteina de interesse estava presente na amostra, foi realizado o
processo de eletroforese com gel de corrida de poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentracao de
15%. A comparacao da massa molecular da rtbFSH-f foi feita utilizando as proteinas padroes:
SBTI (20 kDa), tripsinogénio (24 kDa) e BSA (66 kDa). Para visualizagao da proteina no gel
apos a eletroforese, foi utilizada a coloragdo por prata.

Dosagem de proteina

A concentragdo proteica das amostras foi estimada por meio da utilizagdo do corante
coomassie proposto por Bradford (1976) e utilizada soroalbumina bovina (BSA) 0,05 mg/ml
para a curva padrao.

Tabela 1. Volumes de BSA, amostra, agua e coomassie para dosagem de proteina.

Massa (png) BSA 0,05 mg/ml (uL) Agua (uL) Coomassie (uL)
0,0 0 200 600

1,0 20 180 600

2,0 40 160 600

3,5 70 130 600

5,0 100 100 600
Concentragao (ug/pL) Amostra (uL) Agua (uL) Comassie (uL)
Desconhecida 20 180 600
Desconhecida 50 150 600
Desconhecida 100 100 600

Apo6s a adicao do corante coomassie, esperou-se 20 minutos para reacao do corante
com a proteina e posteriormente foi realizada a leitura em espectofotometro a 595 nm. A
absorbancia de cada amostra foi lida e anotada para comparagdo com a curva padrdao da BSA e
determinagao da concentra¢dao das amostras de concentracao desconhecida.

Tabela 2. Calculo utilizado para determinacio da tangente da curva padrdo da BSA.

A B C D
Absorbancia Média aritmética Absorbancia corrigida (B —Tangente:
branco) C
massa BSA

Com os valores da tangente ja definidos, o calculo da concentragdo das amostras
desconhecidas foi feito pela razdo entre C (absorbancia corrigida) da amostra e D (tangente) da
BSA. Para determinar qual tangente da curva de BSA seria utilizada, foi comparada o valor de
C da amostra com o valor de C da BSA que mais se aproximaram.
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Analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos de forma inteiramente casualisados. A
avaliacdo estatistica dos dados foi baseada na concentrag@o proteica da rbFSH-B fermentada
em 3 diferentes concentragdes de metanol e um grupo controle negativo, e foi calculada
mediante a andlise de variancia unilateral (ANOVA) com p<0,05 e ao teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1. Eletroforese em SDS-PAGE 15%. Os retangulos vermelhos indicam a cadeia beta
do hormonio foliculo- estimulante bovino recombinante (rbFSH-f), com massa molecular 18
kDa. Legenda das canaletas: 1. FSH - controle negativo (5 uL); 2. SBTI (3 uL); 3. FSH -
MeOH 0,5% (2,5 ulL); 4. FSH - MeOH 0,5% (5 uL); 5. FSH - MeOH 0,5% (20 uL); 6.
Tripsinogénio (3 uL); 7. FSH - MeOH 1,0% (2,5 uL); 8. FSH - MeOH 1,0% (5 uL); 9. FSH -
MeOH 1,0% (20 uL); 10. Tripsinogénio (3 uL); 11. FSH - MeOH 1,5% (2,5 uL); 12. FSH -
MeOH 1,5% (5 uL); FSH - MeOH 1,5% (20 uL); 14. BSA (2 uL); 15. FSH - controle
negativo (10 ul).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Foi possivel observar as bandas da rbFSH- (18 kDa) por meio da eletroforese em gel
de poliacrilamida em comparagdo com padrdes de proteinas com massas moleculares ja
conhecidas (canaletas 2, 6, 10 e 14). Além disso, € possivel observar que a expressao proteica
aumenta nos trios de canaletas com a mesma amostra de acordo com o aumento do volume
utilizado (canaletas 3 a5, 7a 9 e 11 a 13), indicando uma boa resolu¢dao da corrida do gel.
Ainda, as amostras que utilizaram metanol 1,0% (canaletas 7, 8 e 9) indicaram maior
concentragdo proteica em comparagdo com as demais concentragdes de metanol, confirmando
que a inducdo da fermentacdo com metanol 1,0% foi maior em comparagdo com as
concentragoes de 0,5% e 1,5%.
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Figura 2: Representagdo grafica da dosagem de proteina da cadeia beta do hormonio foliculo-
estimulante bovino recombinante (rbFSH-3) expressa em Komagataella phaffii em diferentes
concentragdes de metanol (MeOH) durante 48 horas.
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A induc¢do da fermentagdo utilizando metanol aumentou significativamente a expressao
proteica, comparado ao grupo controle negativo. A amostra que utilizou metanol na
concentragdo de 1,0% apresentou maior concentracao proteica. As amostras fermentadas com
metanol nas concentragdes de 0,5% e 1,5% ndo demonstraram aumento significativo
estatisticamente.

A expressao proteica ndo aumentou de forma proporcional a concentracdo de metanol.
Isso pode ser explicado pela propriedade do metanol de ser citotoxico as células de levedura.
Altas concentragdes de metanol no meio de fermentagdo podem levar a desequilibrios quimicos
importantes para a manuten¢ao do metabolismo das leveduras.

4 CONCLUSAO

A K. phaffii ¢ um sistema de expressdo passivel de manipulacdo para expressao proteica.
Ainda, a eletroforese demonstrou a pureza da proteina expressa pela K. phaffi, onde € possivel
observar somente uma banda proteica na canaleta que contém a amostra da tbFSH-B, nao
havendo indicios de outras proteinas com massa molecular semelhante. Essa ¢ uma
caracteristica importante para a produgdo de proteinas com a finalidade de serem utilizadas em
protocolos como o de superovulagdo.

A partir dos dados obtidos acima, € possivel afirmar que a indugdo da fermentacdo de
K. phaffii para expressdo da rbFSH-B utilizando metanol na concentragdo de 1,0%
demonstrou maior aumento da concentracao proteica da rBbFSH. A concentragdo proteica do
metanol 1,0% foi quase 25 vezes maior comparado ao grupo controle negativo. As amostras
fermentadas com metanol nas concentracoes de 0,5% e 1,5% nao demonstraram aumento
significativo estatisticamente. Esse resultado pode ser aplicado na otimizagdo de protocolos
como o de superovulagio a fim de aumentar a expressdo de proteinas recombinantes.

A pesquisa foi adaptada para ser realizada com equipamentos que mimetizam um
biorreator, sendo mais indicado o uso de biorreatores. Os biorreatores podem ser programados
para adicionarem metanol de forma constante, o que deve ser mais viavel para o metabolismo
da levedura. Além disso, varidveis como pH, aeracdo, oxigénio dissolvido e adi¢do de
antiespumante nao foram consideradas na pesquisa.
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