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RESUMO

CARVALHO, M. V. Produgédo de leptina recombinante bovina em leveduras Pichia
pastoris e avaliacdo da atividade bioldgica. [Production of recombinant bovine leptin in
Pichia pastoris yeasts and evaluation of the biological activity]. 2014. 109 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2014.

No experimento 1, avaliou-se os efeitos da leptina exdgena na concentracao sérica de leptina e
na expressdo do gene LEP no tecido adiposo de novilhas zebuinas pré-paberes. Amostras de
tecido adiposo (mesentérico, perirenal e subcutdneo) e de sangue foram obtidas de 36
novilhas, distribuidas nos tratamentos: A) dieta de alta energia; B) dieta de baixa energia; BL)
dieta de baixa energia + 4,8 pg/kg PV de oLeptin subcuténea, duas vezes ao dia, por 56 dias.
A concentracdo de leptina foi determinada com kit comercial ELISA (Cusabio) especifico.
Amostras de sangue de quatro novilhas por grupo foram coletadas em seis pontos no tempo,
sendo um antes e um apo6s o tratamento hormonal. Dois dias ap6s a obtencdo da puberdade,
oito novilhas por grupo foram abatidas para coleta de tecido. A expressdo génica foi
quantificada nos depoésitos de gordura por PCR em tempo real. A oleptina aumentou
transitoriamente a concentracéo de leptina do grupo BL, com pico (11,1 £ 1,4 ng/mL) ap6s 7
dias do inicio do tratamento. A leptina sérica do grupo A aumentou linearmente no tempo,
enquanto no grupo B, manteve-se constante (4,0 + 2,0 ng/mL). A dieta A aumentou a
expressao de leptina no tecido adiposo em 2,4 vezes; e a administracdo de oLeptina diminuiu
a expressao do gene LEP em cerca de 2,5 vezes, comparando com o0 grupo controle. A
reducdo na expressdo do gene LEP explica a reducdo na leptina sérica do grupo BL apds 30
dias de tratamento hormonal. O objetivo do experimento 2 foi clonar a regido codificadora da
leptina bovina, transformar leveduras Pichia pastoris KM71H e expressar a proteina no meio
de cultura. O gene da leptina foi amplificado em reacdo de PCR, a partir de amostra de tecido
adiposo  subcutaneo de novilha do grupo A. Os primers 5° -
ATTGAATTCGTGCCCATCTGCAAGGTC — 3 (senso) e 5 -
ATTGTCGACGCACCCGGGACTGAGGT — 3’ (antisenso), contendo sitios EcoRI e Sall,
foram desenhados com base na sequéncia do mRNA da leptina bovina (NM 173928.2),
substituindo a sequéncia sinal de secrecdo nativa pela sequéncia do Fator o do Saccharomyces
cereviasiae. O inserto foi clonado nos vetores de expressio pPICZaA e pGAPZoA
(Invitrogen), sendo as leveduras transformadas por eletroporacdo. Clones com multiplas

copias do gene foram selecionados em meio YPD + 500 pg/mL de zeocina, e 22 coldnias



recombinantes foram selecionadas para analise de expressdo em pequena escala. Colénias
pPICbLep foram inicialmente cultivadas em meio de crescimento (BMGY), sendo
transferidas para meio de inducdo (BMMY), contendo metanol. A inducdo durou 144 horas.
Aliquotas de 200 pl de sobrenadante foram coletadas diariamente, para analise da presenca da
bLeptina por SDS-PAGE. As coldnias pGAPbLep foram cultivadas em meio YPD por 96 h,
com coleta de sobrenadante a cada 24 h. As leveduras foram transformadas com sucesso, com
os plasmideos pPICbLep e pGAPbLep, entretanto, apenas as colénias pGAPbLep
expressaram uma proteina de 35 kDa, o dobro do tamanho esperado para a bLeptina (17 kDa),
provavelmente por ocorréncia de dimerizagcdo. Mais estudos sdo necessarios sobre o0s

processos de producéo de leptina recombinante bovina em Pichia pastoris.

Palavras-chave: Leptina Recombinante. Expressdo génica. ELISA. Pichia pastoris. Bovino.



ABSTRACT

CARVALHO, M. V. Production of recombinant bovine leptin in Pichia pastoris yeasts
and evaluation of the biological activity. [Producdo de leptina recombinante bovina em
leveduras Pichia pastoris e avaliagdo da atividade bioldgica]. 2014. 109 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2014.

In experiment 1, the effects of exogenous leptin were evaluated on serum leptin levels and on
LEP gene expression in the adipose tissue of prepubertal zebu heifers. Adipose tissue
(mesenteric, perirenal and subcutaneous) and blood samples were collected from 36 heifers,
distributed among treatments: A) high energy diet; B) low energy diet; BL) low energy diet +
4,8 pg/kg BW subcutaneous oLeptin, twice daily, for 56 days. Leptin concentration was
determined with specific commercial ELISA kit (Cusabio). Blood from four heifer per group
was sampled in six time points, one before and one after the hormonal treatment. Two days
after puberty attainment , eight heifers per group were slaughter for tissue sampling. Gene
expression was quantified in fat depots by real time PCR. The oLeptin increased transiently
leptin concentration in group BL, with a peak (11,1 £ 1,4 ng/mL) after 7 days of treatment.
Serum leptin in group A increased linearly in time, while in group B it remained constant (4,0
+ 2,0 ng/mL). Diet A enhanced leptin expression in the adipose tissue 2.4-fold, and oLeptin
administration decreased de expression 2.5-fold, comparing to the control group. The
decrease in LEP gene expression explains the reduction in serum leptin from group BL after
30 d of hormonal treatment. The objective with experiment 2 was to clone de codifying region
of bovine leptin, transform KM71H Pichia pastoris yeasts, and express the protein in culture
media. The leptin gene was amplified by PCR, from subcutaneous adipose tissue sample from
a heifer in group A. Primers 5° — ATTGAATTCGTGCCCATCTGCAAGGTC — 3’ (forward)
and 5> — ATTGTCGACGCACCCGGGACTGAGGT - 3’ (reverse), containing EcoRI and
Sall restriction sites, were designed based in the mRNA sequence from bovine leptin (NM
173928.2), replacing the native secretion signal sequence by the a-factor sequence from
Saccharomyces cereviasiae. The insert was cloned in the expression vectors pPICZoA and
PGAPZoA (Invitrogen), and yeasts were transformed by electroporation. Clones with multiple
copies of the gene were selected in YPD + 500 pg/mL zeocina, and 22 recombinant colonies
were selected for a small-scale expression analysis. pPICbLep colonies were initially
cultivated in growth media (BMGY), and then transferred to the induction media (BMMY),

containing methanol. The colonies were inducted for 144 h. Supernatant aliquots (200 ul)



were collected daily, for bLeptin analysis in SDS-PAGE. pGAPbLep colonies were cultivated
in YPD media for 96 h, collecting supernatant samples each 24 h. Yeasts were successfully
transformed with the plasmids pPICbLep and pGAPbLep, however, only pGAPbLep colonies
expressed a protein with 35 kDa, twice the size expected for the bovine leptin (17 kDa),
probably because of dimerization. More studies are necessary about the recombinant bovine
leptin production processes in Pichia pastoris.

Keywords: Recombinant Leptin. Gene expression. ELISA. Pichia pastoris. Bovine.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura de corte responde por cerca de 10% da producdo agropecuaria total
brasileira (CENSO AGROPECUARIO, 2006, IBGE). Além de possuir o segundo maior
rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de 171,6 milhdes de cabecas em 2006
(CENSO AGROPECUARIO 2006, IBGE), o Brasil ainda é considerado o maior exportador
mundial de carne bovina (1,23 milhdes de toneladas em 2006).

Hoje, a raca Nelore (Bos taurus indicus) é a mais difundida no Brasil, apresentando
grande importancia no crescimento da pecuéria de corte nacional. Porém, apesar de adaptado
as condigdes tropicais, o Nelore é considerado sexualmente tardio, alcancando a puberdade
com idade mais avancada que racgas européias (Bos taurus taurus), mesmo quando criados em
condigdes semelhantes (THALLMAN et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002).

A reproducdo é um dos principais fatores determinantes da lucratividade e limitantes
do desempenho da atividade pecuaria (OLIVEIRA et al., 2003; SILVA, 2005), sendo que o
inicio da atividade reprodutiva de fémeas de corte influencia diretamente a rentabilidade da
criacdo de bezerros, além de ser um dos principais responsaveis pela baixa taxa de desfrute do
rebanho brasileiro. A idade ao primeiro parto depende diretamente da idade a puberdade, a
qual, por sua vez, sofre influéncia de diversos fatores externos, como nutricao e fotoperiodo,
por exemplo. O conhecimento das relacdes entre nutricdo e reproducdo é fundamental na
tomada de decisdes, quando se pretende aumentar a eficiéncia produtiva de um rebanho,
permitindo tracar estratégias para otimizar programas de melhoramento genético.

Vaérios fatores indicam que a leptina seja o elo entre nutricdo e reproducdo. A
concentracdo sangliinea de leptina em bovinos jovens é positivamente correlacionada com a
quantidade das reservas corporais de energia (tecido adiposo) (EHRHARDT et al., 2000) e
com a ingestdo de calorias (BLACHE et al., 2000); a leptina sérica aumenta naturalmente
conforme a puberdade se aproxima, em diversas espécies (DIAZ-TORGA et al., 2001;
GARCIA et al., 2002); a presenca de leptina € um requerimento essencial para a obtencédo da
puberdade em humanos (CUNNINGHAM et al., 1999). Além disso, observa-se que a
administracdo de leptina exdgena é capaz de induzir a puberdade em roedores e resgatar
camundongos geneticamente obesos da esterilidade (CHEHAB et al., 1997; MOUNZIH et al.,
1997).

A elucidacdo do mecanismo regulador da precocidade sexual, assim como da

participacdo da leptina no controle da puberdade de novilhas zebuinas, é imprescindivel para
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0 desenvolvimento de protocolos terapéuticos de inducdo da puberdade e de farmacos que
aumentem a eficiéncia do sistema produtivo, assim como para programas de selecdo genética
mais eficazes na criacdo de linhagens de bovinos zebuinos sexualmente precoces.

A grande maioria dos estudos sobre os efeitos da leptina s@o realizados em roedores e
humanos, e seu efeito no metabolismo, comportamento alimentar e reproducdo de animais de
produg&o ainda néo foi adequadamente investigado (MACAJOVA et al., 2004). Os trabalhos
sobre a participacdo da leptina nos processos fisiologicos da reproducdo de bovinos ainda sdo
relativamente escassos e controversos.

Devido ao custo excessivamente elevado (USD$1000/mg), e a existéncia de somente
um fornecedor mundial (Protein Laboratories Rehovolt, Israel), a utilizacdo de leptina
recombinante ovina ou bovina para experimentos in vivo com animais de grande porte é
atualmente invidvel. Desta forma, a clonagem da regido codificadora da leptina bovina e a
subseqliente producdo em larga escala da proteina recombinante forneceria o material
necessario para o estudo do papel deste horm6nio no crescimento e nas fungdes reprodutivas
destes animais.

A Escherichia coli € o organismo mais utilizado para a expressdao de proteinas
heterdlogas, sendo que diversos trabalhos na literatura descrevem a expressao de leptina nessa
espécie. Entretanto, por se tratar de um organismo procarioto, a E. coli ndo realiza as
modificacbes pds-traducionais observadas nos mamiferos, como formacdo de pontes
dissulfeto, além de que a producéo da proteina heter6loga ocorre principalmente por formacéo
de corpos de inclusdo, necessitando de trabalhosos métodos de purificacdo, que acabam por
reduzir a atividade bioldgica da molécula (GERTLER et al., 1998).

Por outro lado, as leveduras, sendo organismos eucariotos, realizam as modificagdes
pos-traducionais de forma semelhante aos mamiferos, além de permitir o direcionamento da
proteina heter6loga para a via de secrecdo da célula, facilitando muito o processo de
purificacdo e aumentando o rendimento de moléculas biologicamente ativas (GELLISSEN,
2000; CEREGHINO; CREGG, 2000). Ao mesmo tempo, a Pichia pastoris permite que as
proteinas heter6logas sejam expressas na presenca de um indutor (normalmente o metanol),
garantindo um controle mais fino sobre a expressdo; ou que sejam expressas de forma
constitutiva, facilitando e simplificando os procedimentos de producéo. Vérias proteinas vém
sendo expressas com sucesso em sistemas baseados em Pichia pastoris, entretanto,
praticamente ndo ha trabalhos publicados sobre a expressdo de leptina nesses organismos.

Assim, a Pichia representa um sistema de grande interesse para a producdo de leptina

em larga escala, visando o estudo in vivo de seus efeitos em animais de grande porte, mas uma
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vez que as modificacdes pds-traducionais realizadas dependem intimamente da proteina que
estd sendo produzida, os sistemas de expressdo baseados em Pichia pastoris merecem ser

mais bem estudados e caracterizados para essa molécula em particular.
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESES

2.1.1 Experimento 1

A administracdo de 4,8 pg/kg PV de leptina recombinante ovina exdgena eleva a
concentracdo plasmatica de leptina para valores acima de 5 ng/mL por cerca de 8 a 12 horas, e

altera a expressdo génica no tecido adiposo de novilhas zebuinas.

2.1.2 Experimento 2

Leveduras Pichia pastoris podem expressar leptina recombinante bovina
biologicamente ativa, tanto induzidas com metanol (utilizando o promotor do gene AOX1),

guanto constitutivamente (utilizando o promotor do gene GAP).

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Experimento 1

1) Avalliar o efeito da administracdo cronica de 4,8 pg/kg PV, duas vezes ao dia, na
concentragdo sérica de leptina de novilhas zebuinas pré-puberes recebendo dieta com

baixa densidade energética.

2) Avaliar o efeito da dieta e da administracdo cronica de leptina exdgena na expressdo

génica do tecido adiposo de novilhas zebuinas.
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2.2.2 Experimento 2

1) Clonar aregiao codificadora da leptina bovina e transformar leveduras Pichia pastoris
utilizando os vetores de expressao pPICZoA e pGAPZaoA.
2) Expressar a proteina no meio de cultura e purifica-la.



27

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PECUARIA DE CORTE E PUBERDADE DE NOVILHAS

A raca Nelore (Bos indicus) compde a base da pecuaria de corte brasileira, mas apesar
de bem adaptada as condicdes tropicais, atinge a puberdade em idade bem mais avancada que
racas européias, mesmo quando criadas em condi¢bes semelhantes (RODRIGUES et al.,
2002). A idade ao primeiro parto, reflexo direto da idade a puberdade das novilhas (MORAN
et al., 1989), influencia diretamente a eficiéncia e a lucratividade da pecuaria de corte, uma
vez que fémeas que parem mais cedo apresentam maior vida reprodutiva, geram maior
namero de bezerros e levam menos tempo para gerar retorno econdmico ao produtor. Assim,
um atraso no inicio da vida reprodutiva aumenta o rebanho ndo-produtivo da propriedade
(recria), reduzindo a rentabilidade da criacdo de bezerros e a taxa de desfrute do rebanho.

A idade média a puberdade e ao primeiro parto (IPP) do rebanho Nelore brasileiro €
alta, ao redor de 22-36 e 44-48 meses, respectivamente (SANTOS; SA FILHO, 2006).
Segundo Fries et al. (1996), um sistema produtivo baseado em IPP de quatro anos gera taxas
de desfrute abaixo dos 15% e muitas fémeas vazias em recria. Segundo os autores, quando a
IPP é reduzida para 36 meses, a taxa de desfrute duplica e se a reducdo fosse ainda maior,
para 27 meses, a taxa de desfrute aumentaria para cerca de 40%. Pode-se dizer, portanto, que
a reducdo na IPP, através de reducédo da idade a puberdade, é essencial para 0 aumento da taxa
de desfrute do rebanho bovino brasileiro.

A puberdade € o estagio final da maturacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, e é
marcada por alteragcdes na concentracdo de gonadotrofinas e aumento nos niveis de esterdides
sexuais circulantes (LEE, 1995; WU et al., 1996). A entrada na puberdade inicia a vida
reprodutiva da fémea e é caracterizada pela primeira ovulagdo (RAWLINGS et al., 2003),
acompanhada do desenvolvimento de um corpo lateo (CL) capaz de se manter durante um
ciclo estral completo (KINDER et al., 1987).

Em animais jovens, a manutencdo do nivel basal de estradiol, produzido nos ovarios,
inibe a secrecdo dos hormonios gonadotroficos hipofisarios, principalmente o LH, através de
um mecanismo de feedback negativo sobre a secre¢do hipotalamica do GnRH. Com a
aproximacdo da puberdade, no entanto, a redugdo no numero de receptores de estradiol no

hipotalamo diminui gradativamente a sensibilidade deste ao efeito inibitorio dos esteroides,
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resultando em aumento na secre¢do de GnRH e, conseqiientemente, na frequéncia dos pulsos
de secrecdo de LH. Esta reducdo do feedback negativo do estradiol pode ser considerada o
fator endocrino primario necessario para o desencadeamento da puberdade em novilhas (DAY
et al., 1987). O aumento na frequiéncia dos pulsos de LH no periodo peri-puberal (30 a 80 dias
antes da primeira ovulacdo) estimula o desenvolvimento dos foliculos ovarianos. O
conseqiiente aumento na producgdo de estradiol estimula o comportamento de cio e, agora
através de um mecanismo de feedback positivo, estimula a secre¢do de GnRH e LH, podendo
culminar com um pico pré-ovulatério de liberacdo de LH e com a ovulacdo (KINDER et al.,
1995; RAWLINGS et al., 2003).

O mecanismo fisioldgico regulando a obtencdo da puberdade ainda ndo é bem
entendido, porém a nutricdo possui claro efeito sobre o desenvolvimento reprodutivo dos
bovinos. Redmer et al. (1984) afirmou que, na verdade, a puberdade esta mais relacionada
com o PV que com a idade cronoldgica propriamente dita. A energia é o nutriente que exerce
maior influéncia na atividade reprodutiva de fémeas bovinas (SANTOS; AMSTALDEN,
1998), estando o desempenho reprodutivo intimamente associado ao desenvolvimento
corporal adequado (BELTRAN, 2007). Experimentos com roedores, ovinos e bovinos
demonstram que o atraso no crescimento, causado pela restricdo alimentar cronica, resulta em
atraso na obtencdo da puberdade (FOSTER; OLSTER, 1985; DAY et al., 1986; CHEUNG et
al., 1997). Por outro lado, se o crescimento for acelerado, devido a superalimentacdo, o
animal atinge a puberdade mais jovem (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Segundo Imakawa et al.
(1986b), a freqliéncia dos pulsos de LH durante a fase folicular do ciclo estral correlaciona-se
positivamente com alteragdes no PV.

Acredita-se que a influéncia da nutricdo na secrecdo de LH ocorra através da
modulacdo da secrecdo de GnRH no hipotalamo, entretanto, sabe-se muito pouco sobre como
o animal informa seu status nutricional ao sistema nervoso central e sobre como esta
informacdo é traduzida para sinais neuroendocrinos. Ja esta bem estabelecido que as reservas
de tecido adiposo influenciam a capacidade reprodutiva de duas formas: na idade a primeira
ovulagéo e na habilidade em manter a funcéo reprodutiva durante a fase adulta (SCHILLO,
1992).

Ha mais de vinte anos foi proposta a existéncia de uma relacdo complexa entre indice de
massa corporal e controle central do eixo reprodutivo, regulando a obtencdo da puberdade e a
manutencdo da atividade reprodutiva normal em diversas espécies animais (FRISCH et al.,

1980; BRONSON, 1987), sendo a leptina indicada como possivel elo entre nutricdo e
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reproducdo, sinalizando a condigdo corporal ao hipotadlamo e exercendo efeito permissivo a
obtencgéo da puberdade (BARASH et al., 1996).

3.2 LEPTINA

A leptina € um hormdnio protéico de aproximadamente 16 kDa, sintetizado
principalmente por adipécitos, primeiramente descrita por Zhang et al. (1994) em
camundongos. Inicialmente, a leptina possui 167 aminoacidos, sendo secretada na corrente
sanguinea como uma molécula monomérica de 146 aminoacidos, apos a clivagem do peptideo
sinalizador de secrecdo, composto por 21 aminoacidos. Uma vez na circulacdo, ela vai atuar
na regulacdo do consumo alimentar, do eixo neuroenddcrino e de processos imunoldgicos
(ZHANG et al., 1994; HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998; BARB, 1999).

A leptina possui um potente efeito supressor do apetite, além de estimular o gasto de
energia, e esta sendo considerada como o elo entre nutricdo, metabolismo e reproducao
(MACIEL et al., 2004a). A observacdo de que o nivel de leptina plasmatica é proporcional ao
teor de gordura corpérea, refletindo a quantidade de triglicerideos acumulados no tecido
adiposo (MAFFEI et al., 1995), também contribuiu para o desenvolvimento da teoria da agéo
da leptina como um sinal humoral indicador da quantidade de gordura corporal, ou seja, dos

depdsitos de energia do organismo.

3.2.1 Relacéo entre leptina e puberdade

Com a aproximacdo da puberdade, a concentracdo sérica de leptina aumenta
linearmente em diversas espécies, como roedores (AHIMA et al., 1997; QUINTON et al.,
1999), humanos (GARCIA-MAYOR et al., 1997; KIESS et al., 1999), suinos (QIAN et al.,
1999) e bovinos (GARCIA et al., 2002). Além disso, observa-se que a concentragédo de leptina
plasmatica & proporcional ao teor de gordura corporal, e que os niveis de RNA mensageiro
(mRNA) de leptina sdo proporcionais ao tamanho dos adipocitos (HOUSEKNECHT;
PORTOCARRERO, 1998; AHIMA; FLIER, 2000; EHRHARDT et al., 2000). Alteracdes na

leptinemia, mediadas pela nutri¢cdo, afetam significativamente as func¢des neuroenddcrinas,
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influenciando o potencial reprodutivo de bovinos e outras espécies de mamiferos (KOUTKIA
et al., 2003). E possivel que a disponibilidade insuficiente de nutrientes ou a baixa condigo
corporal, seguida pela reducdo na concentracdo sérica de leptina, atenue a habilidade de
outros sinais em desencadear a puberdade (CUNNINGHAM et al., 1999).

Agindo como um sinal metabdlico, a leptina se mostrou capaz de induzir a puberdade
em roedores e resgatar camundongos geneticamente obesos (ob/ob) da esterilidade (CHEHAB
et al.,, 1997; MOUNZIH et al., 1997). Além disso, diversas linhas de pesquisa apontam a
leptina como principal limitante da maturacao sexual em novilhas mal alimentadas.

Estudos com bovinos taurinos demonstraram que a restricdo alimentar reduz a
concentracdo basal e a pulsatilidade do LH e que a administracdo de leptina recombinante
ovina (oLeptina) reverte o quadro (AMSTALDEN et al., 2002; ZIEBA et al., 2004). Por outro
lado, a aplicacdo de oLeptina diretamente no hipotalamo de novilhas taurinas em jejum,
preveniu a reducdo na frequéncia dos pulsos de LH e aumentou a liberacdo de LH mediada
por GnRH (MACIEL et al., 2004a). Em estudo realizado com novilhas, Garcia et al. (2002)
demonstraram que a maior parte da variacdo na idade a puberdade encontrada, podia ser
explicada pela variacdo no PV, e que este apresentava alta correlacdo positiva (R=0,85) com a
concentracdo sérica de leptina. Os autores observaram, também, que a leptina sérica aumentou
linearmente a partir da 16% semana anterior até a semana da primeira ovulago.

Um estudo realizado anteriormente por este grupo de pesquisa demonstrou que a
leptina esta fortemente relacionada com a condicdo corporal do animal e que novilhas que
entram em puberdade mais precocemente possuem maior expressao de leptina pelas células
adiposas (VAICIUNAS et al., 2008). Em outro trabalho, a administragdo subcutanea de
pequenas doses de oLeptina por 56 dias aumentou temporariamente, de forma quadratica, o
tamanho dos foliculos dominantes de novilhas Nelore pré-puberes com baixa condi¢éo
corporal (Figura 1), no entanto, ndo foi capaz de acelerar a primeira ovulacdo (CARVALHO
etal., 2013).
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Figura 1 - Regressdo do diametro maximo do foliculo dominante em fungdo do tempo, durante o periodo de
aplicacdo de leptina (56 dias)

1.40 -
® A y=0,717 +0,013x - 5,6%10-° x? (R2= 0.45)

y=0,717 + 0,005 - 5,0¥107 x2 (R? = 0.35) . e '

130{ " B
A BL Y=0,717 +0,008x - 4,7%105x2 (R2 = 0.41) P

Diametro Méximodo FD (cm)

Dias em Experimento

Tratamentos: A — dieta de alta energia (o), B — dieta de baixa energia (m); BL — dieta de baixa energia + 4,8 g
oLeptina/kg PV (2)
Fonte: Carvalho et al. (2013)

Em conjunto, esses estudos demonstram que a leptina exerce um efeito direto no
hipotdlamo, e possivelmente na hipofise, estimulando a secrecdo de GnRH e LH durante o
estado de subnutricdo. E importante salientar que em novilhas bem alimentadas, a aplicacéo
de oLeptina néo foi capaz de acelerar o aparecimento da puberdade ou aumentar a secrecao de
LH (MACIEL et al., 2004b; ZIEBA et al., 2004). Em geral, tanto a restri¢cdo alimentar aguda
guanto cronica parecem sensibilizar o eixo hipotalamo-hipéfise a leptina (DYER et al., 1997a;
NAGATANI et al., 2000). Desta forma, acredita-se que em novilhas zebuinas de idade
avancada (maior que 18 meses), criadas a pasto e com pouca reserva de gordura corporal, a
concentracédo de leptina circulante seja o fator limitante da secre¢do de GnRH e da obtengéo
da puberdade.

Além do efeito central, hd também evidéncias de que a leptina exerca um efeito
periférico direto na funcdo ovariana. Observa-se que 0s tecidos gonadais possuem todas as
isoformas do receptor OB (SPICER; FRANCISCO, 1997, 1998). Ja foram identificados
receptores de leptina nas células da granulosa e da teca, nas células do cumulus oophorus, no
odcito e no embrido (AGARWAL et al., 1999).

Diversos experimentos in vitro, utilizando cultura de células, demonstraram um efeito

direto da leptina nas células da granulosa, o que pode estar envolvido na regulacdo do
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tamanho dos foliculos e na qualidade dos o6citos (BOLAND et al., 2001). Entretanto, ao
contrério do efeito estimulatério central, o efeito periférico da leptina parece ser inibitorio da
sintese de esterdides. Varios autores demonstraram que a leptina atenua a esteroidogénese
induzida por gonadotrofinas e fatores de crescimento, tanto em células da teca (SPICER;
FRANCISCO, 1998; AGARWAL et al., 1999) quanto em células da granulosa isoladas
(SPICER; FRANCISCO, 1997; AGARWAL et al., 1999). Karlsson et al. (1997)
demonstraram que a leptina suprime a sintese ovariana de estradiol e progesterona in vitro.
Em ovarios bovinos, foi observado um antagonismo direto da leptina sobre o efeito
estimulatério da insulina na esteroidogénese das células da granulosa (SPICER,;
FRANCISCO, 1998), sendo que, na auséncia de insulina, a leptina apresentou pouco ou
nenhum efeito. Por outro lado, Ruiz-Cortez et al. (2003) relataram um efeito bifasico da
leptina em células da granulosa de suinos, nas quais niveis fisiolégicos do hormonio
estimularam a esteroidogénese, enquanto niveis mais altos a inibiram.

Ainda ndo se sabe por que a leptina exerce efeito positivo na reproducdo e na fungédo
ovariana de camundongos ob/ob, mas exerce efeitos negativos na esteroidogénese ovariana in
vitro (SPICER, 2001). Talvez este fato ocorra devido a existéncia, in vivo, de maltiplos sitios
de acdo da leptina no eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal e da maioria dos estudos terem
utilizados culturas de células isoladas, em condic¢des totalmente diferentes das condigdes
fisiol6gicas no ambiente ovariano (SWAIN et al., 2004).

3.2.2 Estrutura molecular da leptina

A molécula de leptina ¢ um mondmero composto por quatro a-hélices antiparalelas
com organizacdo up-up-down-down, conectadas por duas alcas longas e uma alca curta
(Figura 2). Apesar de ndo haver similaridade entre as sequéncias de aminoacidos, a leptina
apresenta estrutura molecular terciaria semelhante a proteinas da familia das citocinas, como
interleucinas (IL), fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSF) e o hormdnio de
crescimento humano (hGH), por exemplo, (DE VOS et al., 1992; HILL et al., 1993; ZHANG
et al.,, 1997). A semelhanca estrutural € observada também entre 0s receptores dessas
proteinas, sobretudo com a sub-unidade GP130 do receptor da IL-6 (CONSIDINE; CARO,
1996; CAMPFIELD et al., 1997).
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A sequéncia de aminodcidos da leptina apresenta 67% de homologia entre diversas
espécies, como a humana, bovina, suina e murina (Figura 3). As regifes mais conservadas das
a-hélices formam um ndcleo hidrofébico e podem apresentar papel importante na manutencgéo
da integridade estrutural da proteina (ZHANG et al., 1997).

Figura 2 - Diaarama estrutural da molécula de leptina

As quatro a-hélices (A, B, C e D) estdo em vermelho; a hélice adicional curta (E) estd em verde e as alcas de
conexdo (AB, BC e CD) estdo em azul. A ponte dissulfeto entre os residuos de cisteina 146 (da extremidade C-
terminal) e 96 (da alca CD) esta destacada em caixas pretas

Fonte: adaptado de Zhang et al. (1997)
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Figura 3 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da leptina humana (H-ob), de gorila (G-oh), de
chimpanzé (Ch-ob), de orangotango (O-ob), de macaco Rhesus (Rh-ob), de cachorro (D-ob), de
bovinos (B-ob), de suinos (P-ob), de ratos (R-ob) e de camundongos (M-ob)
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A estrutura secundaria da molécula apresenta as quatro a-hélices (A, B, C e D), as duas al¢as longas (AB e
CD), a alca curta (BC). As regides mais conservadas estdo em destaque.

Fonte: Zhang et al. (1997)

A leptina possui dois residuos de cisteina (Cys 96 e Cys 146), que formam uma ponte
dissulfeto entre a extremidade C-terminal da proteina e o inicio da alca CD (Figura 2),
torcendo a ultima volta da hélice D em direcdo a alca CD. A localizagao da ponte dissulfeto é
altamente conservada entre as espécies e a presenca de mutacGes nessa regido, resulta em
moléculas biologicamente inativas, indicando que a ponte dissulfeto e a consequente regido
torcida da hélice D sdo importantes na manutencdo da estrutura tercidria da proteina e na

ligacdo dela com seu receptor (ZHANG et al., 1997).

3.2.3 Gene da leptina

O gene da leptina (LEP) é composto por trés exons, separados por dois introns (Figura
4). A regido codificante estd localizada nos éxons 2 e 3, separados por um intron de
aproximadamente 1,7 kb, e apresenta 501 nucleotideos, os quais codificam uma molécula com
167 aminoacidos, composta por uma sequencia sinalizadora de secrec¢do de 21 aminoacidos, a
qual direciona a molécula de leptina para a via secretoria da celula, e uma sequencia de 146

aminoéacidos, representando a molécula ativa (TANIGUCHI et al., 2002).
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Figura 4 - Organizagdo molecular do gene da leptina
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Fonte: Taniguchi et al. (2002)

Em bovinos o gene LEP localiza-se no cromossomo 4, sendo a organizagdo exon-
intron muito conservada entre diferentes espécies, como camundongos, humanos e bovinos
(TANIGUCHI et al., 2002). Ji et al. (1998) amplificaram, clonaram e expressaram e E. coli
um fragmento de 438 pb do gene da leptina bovino, correspondente a molécula ativa, isto &,
excluindo a sequéncia sinal de secrecdo. Analisando a sequéncia do cDNA, os autores
observaram 87% de homologia com as sequéncias de camundongos e humanos. Ja o
sequenciamento amino terminal do polipeptideo produzido (30 residuos de aminoacidos)

apresentou 100% de homologia com a leptina humana e de camundongo.

3.2.4 Mecanismo de acdo da leptina

O hipotalamo parece ser o principal local de acdo da leptina, uma vez que possui
grande nimero de receptores, principalmente nas areas associadas com o controle do apetite,
da reproducéo e do crescimento (DYER et al., 1997a; LIN et al., 2000). A subnutricdo é
considerada um dos fatores primarios associados com o aumento do numero de receptores de
leptina no hipotdlamo ventromedial de ovelhas (DYER et al., 1997a) e na hipofise e
hipotdlamo de ratos (ZAMORANO et al., 1997), de forma que provavelmente o jejum e a
restricdo energética cronica e severa sensibilizem o eixo hipotadlamo-hipofise a acdo da
leptina, reduzindo a secrecdo hipofisaria de LH (MACIEL et al., 2004a).
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Os receptores de leptina (OB-R) sdo proteinas monoméricas transmembrana
encontradas em seis isoformas, diferindo quanto ao tamanho do dominio intracelular, mas
com dominios extracelulares idénticos. As isoformas do receptor de leptina sdo resultantes do
processamento alternativo do RNA mensageiro produzido pelo gene LEP.

A forma longa do receptor (OB-Rb) esta presente em varias regides do cérebro,
principalmente nos ndcleos arqueado, dorsomedial, ventromedial e paraventricular do
hipotdlamo, regiGes chave no controle do apetite e do peso corporal. Foram observadas
grandes quantidades de receptores OB-Rb nos nucleos arqueado e ventromedial do
hipotalamo e na hipofise anterior de porcos, ovelhas, ratos e camundongos (TARTAGLIA et
al., 1995; DYER et al., 1997; ZAMORANO et al., 1997; LIN et al., 2001). As quatro formas
curtas (OB-Ra; OB-Rc; OB-Rd; OB-Rf) estdo presentes nos demais tecidos (adiposo,
gastrico, gbnadas, placenta e etc) (BJIRBAEK et al., 1998).

Existe também uma forma soltvel (OB-Re), que consiste no dominio extracelular do
receptor OB (HOUSEKNECHT et al., 1996; TARTAGLIA, 1997) e é considerada uma das
proteinas carreadoras da leptina no plasma (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Acredita-se que
este receptor também possua papel critico no transporte da leptina pela barreira hemato-
encefalica (GOLDEN et al., 1997).

Devido a homologia estrutural com o receptor de interleucina 6 (IL-6) e ao fato de
apresentarem vias sinalizadoras comuns, o0s receptores de leptina sdo considerados membros
da familia dos receptores de citocina classe I. O OB-Rb é a principal isoforma responsavel
pela transducdo do sinal da leptina no hipotdlamo (TARTAGLIA et al., 1995; TARTAGLIA,
1997) e, assim como o0s outros membros desta familia, ndo possui atividade catalitica
intrinseca e esta constitutivamente ligado a uma proteina citossélica com atividade de tirosina
quinase, a Janus-quinase (JAK).

Os receptores OB sdo ativados atraves de um processo de homodimerizacgdo. A ligacao
OB-Rb/leptina desencadeia a atividade catalitica da JAK, que se autofosforila em varios
residuos de tirosina, tornando-se ativa e ativando outra JAK, ligada ao segundo receptor
(TARTAGLIA, 1997; HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998). As duas JAK ativadas
catalisam a fosforilagdo dos residuos 985 e 1138 de tirosina do receptor OB-Rb
(MUNZBERG; MYERS, 2005), criando trés sitios ativos (um na molécula JAK e dois nos
residuos fosforilados do receptor), que dardo continuidade a sinalizacdo. Ocorre, entdo, 0
recrutamento de moléculas da familia de “transdutores de sinal e ativadores de transcri¢dao”

(STAT, principalmente a STAT-3), que sdo fosforiladas, dimerizam e translocam para o
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nacleo, conduzindo o sinal gerado pela leptina e determinando a transcricdo dos genes
codificadores de neurotransmissores especificos (BJORBAEK et al., 2004).

Ao mesmo tempo, a leptina induz a expressdao da proteina SOCS-3, que inibe a
sinalizacdo OB-Rb/JAK (STARR et al., 1997). Niveis elevados de SOCS-3 foram observados
no hipotalamo de animais obesos e nos casos de resisténcia a leptina (BJOGRBAEK et al.,
1999; BANKS et al., 2000), e a administracdo de leptina, por sua vez, aumentou a expressao
de mRNA de SOCS-3 no hipotdlamo de camundongos ob/ob (geneticamente obesos por nédo
produzirem leptina ativa, devido a terminacdo prematura da tradugdo) e outros mamiferos
(BJORBAEK et al., 1999).

Sullivan e Moenter (2004) propuseram que o papel da leptina como sinal metabdlico
ligando o status energético ao eixo neuroenddcrino ocorreria por acdo direta nos neurdnios
secretores de GnRH. No entanto, o mais provavel é que a acdo da leptina seja mediada por
sistemas de neuropeptideos hipotaldmicos comprovadamente envolvidos em diversas vias
nervosas relacionadas com o controle do apetite, do peso corporal, de neurénios produtores de
GnRH e do inicio da puberdade, como o neuropeptideo Y (NPY), a pro-opiomelanocortina
(POMC) e o acido gama-aminobutirico (GABA), entre outros (CUNNINGHAM et al., 1999;
IQBAL etal., 2001; WILLIAMS et al., 2002).

O NPY € um dos neuropeptideos mais abundantes no hipotadlamo e possui efeitos
divergentes, tanto ativando quanto inibindo a secrecdo de GnRH, dependendo de fatores como
jejum ou alimentacdo ad libitum por exemplo. A localizacdo de grande quantidade de mRNA
de receptor OB em areas com importante expressdo do gene codificador do NPY, no
hipotalamo, € evidéncia de que este neuropeptideo representa um alvo em potencial para a
leptina (CUNNINGHAM et al., 1999; IQBAL et al., 2001). Apesar de ser capaz de estimular
agudamente a secrecdo de GnRH em animais bem nutridos, o efeito mais marcante do NPY
ocorre durante o estresse nutricional, quando ha pequena quantidade de tecido adiposo
(KALRA; KALRA 1996). Em animais mal nutridos, com baixo ECC, a expresséo de leptina é
suprimida e o nivel de NPY central aumenta bastante, resultando em inibicdo da secrecdo
hipotalamica de GnRH e, consequentemente, da secrecdo hipofisaria de LH (KALRA et al.,
1999).
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3.3 EXPRESSAO DE LEPTINA RECOMBINANTE EM SISTEMAS HETEROLOGOS

A escolha de um sistema adequado para a expressdo de proteinas heterologas deve
considerar as caracteristicas e a aplicacdo do composto a ser expresso, adotando critérios tanto
econémicos quanto de seguranca (STRASSER; GELLISSEN, 1998). O sistema ideal combina
caracteristicas que atendam a ambos os critérios, provendo um sistema de producdo de
compostos proteicos processados e modificados de baixo custo (GELLISSEN, 2000).

Desde que Zhang et al. (1994) inicialmente clonaram a leptina humana e de
camundongos, varios outros autores tém reportado resultados similares em outras espécies
(NEUENSCHWANDER et al., 1996; PFISTER-GENSKOW et al., 1996; SIVITZ et al.,
1996). A alta homologia entre espécies tem se mostrado muito vantajosa neste tipo de estudo,
em que leptina recombinante produzida a partir de uma espécie € utilizada para tratamentos
em outras (BARASH et al., 1996; STEPHENS et al., 1995), no entanto, a disponibilidade
limitada e o alto custo da leptina recombinante humana e de camundongo, tornam proibitiva
sua utilizacdo para estudos em animais de producgéo. A partir do RNA isolado de amostras de
tecido adiposo de ovelhas, Dyer et al. (1997b) produziram copias de cDNA codificando para
leptina e observaram que tal cDNA apresentou alta homologia com sequéncias previamente
publicadas de leptina humana, de camundongo e de bovinos (ZHANG et al., 1994; PFISTER-
GENSKOW et al., 1996).

A bactéria Escherichia coli é o hospedeiro mais utilizado para a producdo de leptina
recombinante, assim como de outras proteinas, sendo capaz de produzir altos niveis da
proteina. No entanto, a producdo costuma ocorrer por formacdo de corpos de inclusdo
(GERTLER et al., 1998; JEONG; LEE, 1999; PARK et al., 2001), dificultando a extracdo e
purificacdo da proteina. O processo de recuperacdo empregado nesses casos, através da
utilizacdo de meios desnaturantes, seguida por renaturacdo, gera grande variabilidade na
atividade biologica da proteina recombinante (VARNERIN et al., 1998; ZAMORANO et al.,
1997). Uma alternativa possivel seria seu direcionamento para o periplasma da bactéria, mas
neste caso, apesar de a proteina recombinante apresentar atividade semelhante a da proteina
nativa, sua producdo é ineficiente (GUISEZ et al., 1998).

Leveduras sdo organismos eucariotos inferiores unicelulares, que possuem
organizacao celular semelhante a dos organismos eucariotos superiores, de forma que muitas
de suas proteinas séo estrutural e funcionalmente similares as suas homologas, presentes em

mamiferos. S0 organismos de manipulacdo segura, uma vez que ndo contém pirdgenos,
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patdgenos ou inclusdes virais (GELLISSEN, 2000); apresentam genoma pequeno (cerca de
200 vezes menor que o dos mamiferos), facilitando a manipulacdo genética; apresentam
rapido crescimento em meio de baixo custo; produzem altas densidades celulares e possuem
processos simples e validados de monitoracdo da producdo (SUDBERY, 1996).

Sistemas de expressdo baseados em leveduras apresentam uma importante vantagem
sobre os sistemas procariéticos, como os baseados na E. coli, pois a passagem da proteina de
interesse pela via secretdria da levedura permite a ocorréncia de eventos pos-tradugdo, como
maturacdo proteolitica, folding, formacéo de pontes dissulfeto, adicdo de certos lipidios e O- e
N- glicosilacdo, por exemplo. Desta forma, muitas proteinas que seriam produzidas como
corpos de inclusdo inativos em sistemas bacterianos, sdo produzidas como moléculas
biologicamente ativas (GELLISSEN, 2000; CEREGHINO; CREGG, 2000).

Além de bactérias e leveduras, outros sistemas podem ser utilizados na producéo de
proteinas. Células de insetos, como Spodoptera e Trichoplusia sdo, geralmente, competentes
na glicosilagdo de proteinas recombinantes, com a vantagem de reconhecer as sequéncias de
peptideos sinalizadores de forma semelhante as células de mamiferos (KING; POSSE, 1992),
entretanto, problemas ja foram reportados com relacédo a super-glicosilacdo de enzimas apés a
secrecdo (WAGNER et al.,, 1996). Por ultimo, células de mamiferos também ja foram
utilizadas para a expressdo de diversas proteinas, entretanto a purificacdo dessas proteinas é
complicada e pode resultar em baixo rendimento (MORTON; POTTER, 2000).

3.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS EM PICHIA PASTORIS

Algumas espécies de leveduras da subfamilia Saccharomycetoidea, chamadas
metilotréficas facultativas, sdo capazes de crescer em meios contendo metanol como Unica
fonte de carbono (BARNETT et al., 1990). Estas espécies apresentam vantagens sobre outras
leveduras, como o Saccharomyces cerevisiae, uma vez que ndo apresentam tendéncia a super-
glicosilagdo e que a adicdo de manoses terminais ocorre por ligagdes al,2, ao invés das
ligagdes al,3 do S. cerevisiae, consideradas alergénicas (MONTESINO et al., 1998;
BRETTHAUER; CASTELLANO, 1999).

Hoje, vérias destas espécies, como as pertencentes ao género Pichia, representam
poderosos sistemas de expressdo de proteinas heter6logas, como por exemplo: fator de

crescimento semelhante a insulina (IGF), vacinas contra hepatite B, soro albumina humana,
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fitase e outras (GELLISSEN; MELBER, 1996; HOLLENBERG; GELLISSEN, 1997,
CREGG, 1999).

A P. pastoris tem sido utilizada para a expressao de proteinas heterdlogas tanto para a
pesquisa bésica, quanto para fins industriais (HIGGINS et al., 1998). E um organismo
facilmente manipuldvel, capaz de expressar proteinas em altos niveis, tanto intra quanto
extracelularmente. Além de ser capaz de processar proteinas eucariéticas de forma semelhante
aos organismos superiores, ela secreta apenas baixos niveis de proteinas enddgenas e, uma
vez que seu meio de cultura é pobre em proteinas, o processo de purificacdo da proteina de
interesse, que responde pela maioria das proteinas presentes no meio de cultura, fica
grandemente facilitado. Mais de 400 proteinas, da endostatina humana a proteina da seda da
teia de aranhas, ja foram produzidas por esta espécie (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Comparada com outros sistemas eucariéticos de expressdo, a P. pastoris apresenta
inimeras vantagens, uma vez que ndo apresenta endotoxinas ou problemas de contaminagdo
viral, como nos sistemas de cultura de células animais. As condi¢bes de crescimento sdo
ideais para a producdo de proteinas heter6logas em larga escala, pois 0s componentes do meio
de cultura sdo bem definidos e apresentam baixo custo, consistindo de fontes puras de
carbono (glicose, glicerol e metanol), biotina, sais, elementos traco e agua. O meio ¢é livre de
elementos ndo definidos, que podem ser fonte de pir6genos ou toxinas, sendo compativel com
a producdo de farmacos para uso em humanos. Como a P. pastoris cresce em meio de pH
relativamente baixo e com metanol, é pouco provavel que ocorra contaminacdo deste meio
com outros microorganismos (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Outra vantagem refere-se ao fato de a P. pastoris ndo ser uma forte fermentadora,
como o S. cerevisiae. A fermentacéo realizada pelas leveduras gera etanol, o qual, em culturas
de alta densidade, pode rapidamente atingir niveis toxicos (‘“efeito Crabtree”). Para uma
producdo economicamente viavel de proteinas recombinantes, a concentracdo de proteinas no
meio deve ser proporcional a quantidade de células, sendo necessario, entdo, atingir niveis de
alta densidade celular, os quais nédo séo facilmente obtidos com o S. cerevisiae. Em contraste,
as cepas produtoras de P. pastoris sdo facilmente cultivadas e densidades celulares de
aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até maiores (TORRES; MORAES, 2000).
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3.4.1 Metabolismo do metanol

Sendo uma levedura metilotréfica, a P. pastoris é capaz de utilizar o metanol como
Unica fonte de carbono, na auséncia de glicose, sendo que a base para sua utilizacdo como
sistema de expressdo de proteinas heterdlogas reside na observacdo de que certas enzimas,
necessarias para o metabolismo do metanol, estdo presentes em grandes concentracdes apenas
quando as células crescem em meios ricos em metanol (EGLI et al., 1980; VEENHUIS et al.,
1983).

O primeiro passo da via de metabolismo do metanol ¢é a oxidacéo deste a formaldeido
pela enzima alcool oxidase (AOX), reacdo que ocorre dentro de peroxissomos. Parte do
formaldeido produzido sai do peroxissomo e entra na via citoplasmatica de geracdo de
energia, sendo oxidado a formato pela enzima formaldeido desidrogenase (FLD) e, em
sequida, a dioxido de carbono pela enzima formato desidrogenase (FMDH). O restante do
formaldeido, sob acdo da enzima diidroxiacetona sintase (DHAS), é transformado em
diidroxiacetona e gliceraldeido-3-fosfato, os quais saem para o citoplasma e sdo assimilados
para a formacdo de componentes celulares (GELLISSEN, 2000) (Figura 5). O controle da
sintese destas enzimas ocorre em nivel transcricional e seu padrdo de expressdo varia de
acordo com a fonte de carbono presente no meio de cultura. Diversos genes codificadores das
oxidases ja foram identificados e clonados, sendo que suas fortes e regulaveis regides
promotoras representam interessantes elementos de controle para a expressdo de genes
heterélogos (SHEN et al., 1998).
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Figura 5 - Via do metanol em Pichia pastoris
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3.4.2 Promotor do gene AOX1

Promotores séo regides no DNA que controlam a transcrigdo de determinado gene.
Apesar de a P. pastoris ser um dos mais utilizados sistemas de expressdo de proteinas
recombinantes baseados em leveduras, ainda ha apenas um limitado nimero de promotores e
elementos reguladores disponiveis, sendo que a maioria deles sdo derivados de genes
envolvidos com o metabolismo do metanol.

Existem dois genes que codificam a alcool oxidase em P. pastoris, 0 AOX1 e 0 AOX2,
sendo que o AOX1 é o principal responsavel pela atividade da enzima na célula (ELLIS et al.,
1985; TSCHOPP et al., 1987; CREGG et al., 1989).

O controle da expressdo do gene AOX1 ocorre em duas etapas: repressdo e inducéo,
sendo que a presenga do indutor, metanol, € necessaria para que haja niveis detectaveis de
expressdo do gene. Por outro lado, o crescimento em meio com glicose reprime sua
transcricdo, mesmo na presenca do metanol (ELLIS et al.,, 1985; KOUTZ et al., 1989;
TSCHOPP et al., 1987). Observa-se que em meio contendo metanol, cerca de 5% do RNA
poli(A)" (MRNA) é originado do gene AOX1 e a enzima AOX constitui até 30% do total de



43

proteinas da célula, enquanto a FMDH e a DHAS representam até 20% do total de proteinas
(GELLISSEN, 2000).

A maioria dos vetores de expressdo utilizados em P. pastoris utilizam o promotor € a
sequéncia de terminacdo da transcricdo do gene AOX1, entre 0s quais encontra-se 0 Sitio
maltiplo de clonagem (MCS), onde € inserido o gene de interesse (KOUTZ et al., 1989). Os
melhores resultados de expressdo séo geralmente obtidos quando a primeira sequéncia ATG
(inicio da transcricdo) do gene heterdlogo é inserida o mais préximo possivel da sequéncia
ATG do AOX1. Na maioria dos MCS, essa posicéo coincide com o primeiro sitio de restricdo
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

Apesar de o promotor do gene AOX1 (Paox1) ja ter sido empregado com sucesso na
expressao de diversas proteinas heterdlogas, como sua inducdo utiliza metanol, em alguns
casos ele pode ndo ser indicado, como para producdo de produtos alimenticios, ja que o
metanol é toxico. Além disso, 0 metanol representa um potencial risco de incéndio,
principalmente nas grandes quantidades utilizadas em fermentadores de larga escala. Assim,
existem vetores utilizados em sistemas de P. pastoris que utilizam outros promotores, que ndo
sdo induzidos pelo metanol, como o promotor do gene GAP, que é expresso constitutivamente
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

3.4.3 Promotor do gene GAP

Estudos em P. pastoris j& demonstraram que o promotor do gene GAP (Pgap),
codificador da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), é expresso de forma
constitutiva na presenca de glicose. Tal expressdo ocorre em altos niveis, comparaveis aos
observados para o promotor AOX1. A atividade do Pgap em glicerol e metanol ¢é
aproximadamente 2/3 e 1/3 da observada em presenca de glicose, respectivamente
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

A vantagem da utilizacdo do Pgap esta na ndo necessidade de indu¢do com metanol,
além de também ndo haver a necessidade de mudar a cultura de um meio para o outro, para
induzir a expressao, resultando em menor manipulacdo das células. Além disso, ja foi
demonstrado que células sob controle do Pgap expressam proteinas em niveis mais altos em

um periodo mais curto de tempo (ZHANG et al., 2009).
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Entretanto, como o gene GAP é expresso de forma constitutiva, ndo representa uma
boa op¢do para a expressdo de proteinas que sejam toxicas para a levedura (CEREGHINO;
CREGG, 2000). Nesses casos, 0 Paoxi seria mais indicado, uma vez que permite controle
sobre a expressdo, sendo que a cultura pode ser mantida saudavel sob condicGes repressoras,
até que a inducdo seja desejavel, o que representa uma importante precaucdo para minimizar a
selecdo de mutantes que ndo expressam a proteina de interesse durante o crescimento da

cultura.

3.4.4 Glicosilacéo

A maior vantagem da P. pastoris sobre os sistemas bacterianos de expressao esta no
fato de que as leveduras podem realizar diversas modificagdes pos-traducionais, tipicamente
associadas com eucariotos superiores. Além disso, as proteinas recombinantes podem ser
produzidas tanto intra quanto extracelularmente, sendo que direcionar a proteina para a
secrecdo no meio extracelular representa um importante primeiro passo para a sua purificacéo,
ja que a levedura secreta baixos niveis de proteinas enddgenas.

A glicosilacdo é uma modificacdo pos-traducional que ocorre, primeiramente, no
reticulo endoplasmatico e, posteriormente, no aparelho de Golgi, durante a passagem da
proteina pela via secretoria da célula. Existem dois tipos de glicosilacdo: a N- e a O-
glicosilagdo. Na N-glicosilagdo, os carboidratos sdo ligados ao nitrogénio da amida de
residuos de asparagina de sequéncias de reconhecimento Asn-X-Ser/Thr. Esse processo
ocorre durante a traducdo e pode afetar o enovelamento da proteina, afetando sua estrutura
terciaria. Ja na O-glicosilacdo, os carboidratos sdo adicionados ao oxigénio das hidroxilas de
residuos de serina ou treonina, apenas ap6s a traducdo e sobre moléculas ja totalmente
enoveladas (ALBERTS et al., 1989).

A glicosilacdo pode afetar as propriedades fisicas e quimicas das proteinas, alterando
solubilidade, massa e carga elétrica, e também estabilizando sua conformac&o e protegendo-as
contra a proteolise. A maioria das proteinas produzidas pela P. pastoris sdo glicosiladas,
entretanto, essa glicosilacdo, assim como ocorre em outros fungos, ndo ocorre exatamente
como nos mamiferos e pode ser problematica, podendo ou ndo afetar sua atividade bioldgica.
Observou-se que a P. pastoris glicosilou aproximadamente 15% da IGF-I humana, apesar de
essa proteina ndo ser glicosilada em humanos (CEREGHINO; CREGG, 2000).
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Comparando o padrédo de glicosilacdo da P. pastoris com o S. cerevisiae, observou-se
que o tamanho da cadeia de carboidratos adicionados pela Pichia é bem menor que a
adicionada pelo S. cerevisiae, 0 que representa uma vantagem sobre o ultimo. Além disso, a
estrutura destes oligossacarideos é muito similar a adicionada em mamiferos e, por ndo ser
capaz de adicionar manoses terminais com ligagdes a-1,3, cOmo 0 S. cerevisiae, as proteinas
produzidas em Pichia sdo0 menos imunogénicas. Entretanto, se a glicosilacdo ndo é desejada,
uma opcdo é produzir as proteinas de interesse intracelularmente. Observa-se também que o
padrdo de glicosilacdo da Pichia varia muito com a proteina sendo expressa, sendo que 0
motivo pelo qual em algumas proteinas sdo adicionadas cadeias de carboidratos extremamente
longas (hiperglicosilacdo), enquanto em outras ndo, ainda ndo esta definido (LI et al., 2007).

Em mamiferos, a O-glicosilacdo é composta por uma variedade de oligossacarideos,
incluindo N-acetilgalactosamina, galactose e acido sialico. J& nos eucariotos inferiores, como
a P. pastoris, apenas manoses sdo adicionadas. Entretanto o nimero de manoses, o tipo de
ligacdo e a frequéncia e especificidade da O-glicosilacdo ainda ndo foi completamente
determinada. Da mesma forma, a N-glicosilacdo realizada pela P. pastoris e outros fungos
também ocorre de forma diferente que nos eucariotos superiores. Algumas proteinas sao N-
glicosiladas de forma semelhante, mas outras séo hiperglicosiladas, aumentando sua massa e,
consequentemente, o tamanho da banda formada em anélises de SDS-PAGE e Western blot
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

Baseado nos dados existentes, hd cerca de 50 a 75% de chance de sucesso na
expressao de qualquer proteina em niveis razoaveis, com o sistema P. pastoris. O maior
obstaculo enfrentado parece ser 0 sucesso inicial, ou seja, obter qualquer nivel de expressao
de uma determinada proteina. Depois de ultrapassado este obstaculo, existe uma série de
parametros bem definidos, que podem ser manipulados no sentido de otimizar a expressao.
Apesar de haver relativamente poucos exemplos de niveis de expressdo acima de 10g/L, ha
muitos exemplos de expressdes de 1g/L ou mais, tornando o sistema P. pastoris um dos mais

produtivos sistemas eucarioticos de expressdo disponiveis (CREGG et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAIS

O experimento 1 foi conduzido no Confinamento Experimental e no Matadouro
Escola, da Coordenadoria do campus Administrativo de Pirassununga, na Universidade de
Sédo Paulo, Pirassununga, SP, Brasil. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério
de Genbmica Funcional, no Centro de Pesquisas em Bovinos (CEPBOV), da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, SP.

O experimento 2 foi realizado no Laboratorio de Genémica Funcional, da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, SP, Brasil;
e no Laboratério de Biologia Molecular, do Departamento de Genética e Evolucdo da

Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP, Brasil.

4.2 EXPERIMENTO 1

4.2.1 Animais e tratamentos

As amostras de tecido adiposo e de sangue utilizadas foram obtidas em experimento
prévio, aprovado pelo Comité de Bioética da Universidade de S&o Paulo (protocolo
1050/2007) (CARVALHO, 2009).

Resumidamente, 36 novilhas pré-puberes (entre 18 e 20 meses de idade) da raca
Nelore foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais, de acordo com a dieta
oferecida e com o tratamento hormonal aplicado: A) dieta de alta energia; B) dieta de baixa
energia; BL) dieta de baixa energia com aplicacdo subcutanea de leptina recombinante ovina
(oLeptina). A dieta de alta energia era composta por silagem de milho, farelo de soja, milho
moido e suplemento mineral, sendo formulada para permitir um ganho médio diario (GMD)

de 1,2 kg PV/dia. Ja a dieta de baixa energia era composta por bagaco de cana in natura,
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silagem de milho, farelo de soja, ureia e suplemento mineral, sendo formulada para permitir
um GMD de 0,3 kg PV/dia.

Ap0s 14 dias de adaptacdo a dieta, as novilhas do grupo BL receberam 4,8 pug/kg PV
de leptina recombinante ovina altamente purificada (oLeptina — Protein Rehovolt, Israel) via
subcutanea, duas vezes ao dia, com intervalo de 12 horas entre as aplicagGes, por 56 dias. O
esquema de aplicacdo visou elevar a concentragdo plasmatica de leptina para valores acima de
5 ng/ml por cerca de 8 a 12 horas (MACIEL et al., 2004a). Os animais foram avaliados por
ultrassonografia transretal duas vezes por semana, até a obtencdo da puberdade. O animal foi
considerado pubere ap6s a detecgdo de corpo lateo (CL) pela ultrassonografia transretal,
confirmado como funcional por concentragdo de progesterona sanguinea maior que 1 ng/mL
(OYEDIPE et al., 1986). Uma descricdo detalhada do tratamento hormonal e da avaliacéo

reprodutiva pode ser encontrada em Carvalho (2009).

4.2.2 Dosagem da concentracdo de leptina sérica

Para a determinacdo da concentracdo sérica de leptina, quatro novilhas de cada grupo
foram selecionadas, aleatoriamente, para coletas de sangue em seis pontos pré-definidos no
tempo: ao inicio das dietas experimentais (7 dias antes da primeira aplicacdo de oLeptina);
durante a administracdo da oLeptina (7, 14 e 28 dias ap0s a primeira aplicacdo); e 11 dias
apos o término do tratamento hormonal.

As amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por punc¢édo da veia jugular, em tubos
Vacutainer® secos. O sangue foi imediatamente armazenado em isopor com gelo e levado ao
laboratdrio, onde foi centrifugado a 1.500 x g por 30 minutos a 4°C, em no maximo duas
horas apds a coleta, de modo a minimizar a degradacdo da leptina. O soro foi transferido para
tubos Eppendorff® de 1,5ml e armazenado em freezer a -20°C.

A determinacdo da leptina sérica foi realizada pelo método ELISA, utilizando kit
especifico para leptina bovina (Cusabio Biotech Co., Ltd., Hubei, China), de acordo com
recomendacdes do fabricante (LI et al., 2010). A concentracdo de leptina nas amostras foi
obtida em software Master Plex QT3.0 (MiraiBio Inc., Alameda, CA). A curva padrdo da
leptina foi de 1,56 a 100 ng/mL, e o coeficiente de variagdo intra e interensaio foi de 7,6 e

12,6%, respectivamente.
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4.2.3 Extragéo do RNA total do tecido adiposo

Oito novilhas de cada grupo foram abatidas no segundo dia apos a deteccdo de um CL
na ultrassonografia, ou seja, ap6s a obtencdo da puberdade, para coleta de amostras de
tecidos, incluindo amostras do tecido adiposo mesentérico, perirenal e subcutaneo. O tecido
adiposo subcutaneo foi coletado acima da 11?2 costela. Os tecidos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C (MAGALHAES, 2010).

O RNA total foi extraido através do método do Trizol® (Invitrogen), segundo
metodologia adaptada de Chomczynski e Sacchi (1987). Aproximadamente 2,0 g de tecido
adiposo foram pesados, macerados em cadinho e pistilo com nitrogénio liquido e transferidos
para tubo Falcon (50 mL) contendo 6 mL de Trizol. A amostra foi homogeneizada em Turraz
e centrifugada a 2.900 x g por 35 minutos a 4°C, havendo separacdo em trés fases: uma fase
gordurosa superior formada por triglicerideos, um precipitado no fundo e uma fase aquosa
intermediaria. A fase aquosa foi transferida para 4 a 5 microtubos de 1,5 mL (1,0 mL por
tubo), sendo o restante descartado.

Adicionou-se 200 pL de cloroférmio a cada microtubo, os quais foram agitados
vigorosamente por 15 segundos e incubados por 3 minutos em temperatura ambiente. Apés a
incubacdo, os tubos foram centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante (aproximadamente 0,6 mL) transferido para microtubos contendo 600 pL de
solucdo cloroférmio:butanol (4:1) preparada na hora. Os tubos foram agitados vigorosamente
por 10 segundos e centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
(aproximadamente 0,5 mL) foi, entdo, transferido para novos microtubos contendo 500 pL de
isopropanol gelado e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, havendo formacdo de pellet no fundo dos
microtubos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol 75% a cada
microtubo. Os tubos foram agitados em vortex, ate total desprendimento do pellet, e
centrifugados a 7.000 x g por 5 minutos a 4°C. O etanol foi descartado e os tubos foram
mantidos invertidos, em temperatura ambiente por 15 minutos, para secar. O RNA total
extraido foi ressuspendido em 40 pL de adgua DEPC, sendo o conteido dos microtubos
transferido para um tubo unico. A qualidade do RNA extraido foi avaliada em
espectrofotdbmetro GeneQuant Pro (GE Healthcare), pela razdo da absorbancia a 260 e 280
nm. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1,2%,

pela presenca de bandas referentes as fragdes 5,8S, 18S e 28S do rRNA.
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Para reduzir a contaminacdo com DNA gendmico, amostras de 1,5 pg de RNA total de
cada tecido foram tratadas com DNase | (Life Technologies). O RNA foi adicionado de 1 pL
de tampédo DNase I; 1 pL de DNase | e 8 puL de agua DEPC, sendo incubado em temperatura
ambiente por 15 minutos. Adicionou-se 1 pL de EDTA 25 mM e a solucéo foi aquecida em
bloco a 65°C por 10 minutos, para desativar a enzima. As amostras tratadas foram
armazenadas em freezer a -20°C, até a sintese do cDNA.

4.2 .4 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA, a partir do RNA total extraido, foi realizada com o kit Superscript
Il Taq Platinum (Invitrogen), segundo orienta¢des do fabricante.

Resumidamente, em um microtubo de 600 pL, mantido em gelo, adicionou-se 1,0 ug
de RNA total, 1 puL de Oligo (dT)z 50 uM e 1 pL de dNTP 10 mM. Os tubos foram
incubados em bloco a 65°C por 5 minutos e colocados em gelo por pelo menos 1 minuto.
Apos esse periodo, adicionou-se 2 pL de tampdo RT 10X, 4 pL de MgCl, 25 mM, 2 uL de
dTT 0,1 M e 1 pL de RNase OUT a cada tubo. A reacdo foi homogeneizada e adicionou-se 1
ML de enzima transcriptase reversa (RT). Como controle negativo utilizou-se um tubo
contendo 0s mesmos reagentes, porém substituindo-se a enzima RT por 1 pL de dgua DEPC.
Os tubos foram incubados em bloco a 50°C por 50 minutos, seguido por outra incubacdo a
85°C por 5 minutos, para finalizacao da reagdo. Os tubos foram colocados, entdo, em gelo por
pelo menos 1 minuto. A fita de RNA foi removida do hibrido RNA:cDNA com a adi¢éo de 1
pl de RNAse H, seguido por a incubagdo em bloco a 37°C por 20 minutos.

A seguir as amostras foram precipitadas em 1/10 do volume de acetato de sodio
(NaOAc) 3M pH 5,2 e 2,5 o volume de etanol absoluto gelado, ressuspendidas em 50 pL de
TE 1X pH 7,6 e armazenadas em freezer a -20°C.

4.2.5 Andlise de PCR em tempo real (RT-PCR)

A quantificagdo relativa da expressdo do gene da leptina (LEP) nos trés depositos de

tecido adiposo estudados (mesentérico, perirenal e subcutaneo) foi realizada em equipamento
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StepOne® (Applied Biosystems® - Life Technologies). A proteina ribossomal L19 (RPL19)
foi utilizada como controle positivo e reagdes sem a presenca de cDNA, como controle
negativo. Foram utilizados primers especificos para os genes LEP e RPL19, desenhados para
a analise de RT-PCR em software Primer Express 3.0 (primers LEP RT-PCR e RPL19), com
base nas sequéncias da leptina bovina (EU313203.1) e do RPL19 (NM 174243.2), disponiveis
no GenBank (Quadro 1).

Quadro 1 - Nome, sequéncia e fabricante dos primers

Nome Sequéncia* Fabricante

LEP RT-PCR (F) | 5> -~ AGGTCCAGGATGACACCAAAAC -3’ Invitrogen
LEP RT-PCR (R) | 5> -~ TCCAAACCAGTGACCCTCTGT -3’ Invitrogen
LEP EcoRI (F) 5’ -~ ATTGAATTCGTGCCCATCTGCAAGGTC -3’ | Exxtend

LEP Sall (R) 5’ - ATTGTCGACGCACCCGGGACTGAGGT -3’ | Exxtend

RPL19 (F) 5" — AGGGTACTGCCAATGCTTTAATG - 3° Invitrogen
RPL19 (R) 5> —CATGTGGCGGTCAATCTTCTT -3’ Invitrogen
Fator o (F) 5 — TACTATTGCCAGCATTGCTGC - 3’ Invitrogen
AOX 3’ (R) 5’ — GCAAATGGCATTCTGACATCC -3’ Invitrogen

* As sequéncias em destaque nos primers Lep EcoRI e LEP Sall indicam os sitios de restricdo das enzimas EcoRlI e Sall

Antes da andlise, realizou-se uma PCR convencional, para testar os primers e verificar
a auséncia de contaminagcdo com DNA gendmico. As reagdes para a PCR em tempo real
foram preparadas em triplicatas e continham 1 puL de cDNA; 10 pL de SYBR Green master
mix 2X (Life Technologies); 0,25 mM de cada primer; e agua miliQ autoclavada para um
volume total de reacdo de 20 pL. O reagente SYBR Green méster mix é composto pelo
corante SYBR Green, dNTPs, MgCl,, tampdo e AmpliTag Gold® DNA polimerase. Os
pardmetros utilizados no termociclador foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 10 minutos,
seguida por 44 ciclos de desnaturacdo (94°C por 15 segundos) e anelamento/elongacdo (60°C
por 1 minuto), uma curva de dissociacdo (de 65 a 95°C, com uma taxa de aquecimento de
0,3°C por ciclo), e um ciclo de resfriamento final a 4°C.

Uma curva de diluicdo com concentraces seriadas de cDNA foi calculada para
obtencéo da eficiéncia da amplificacdo dos genes LEP e RPL19 em cada um dos trés tecidos
adiposos. A eficiéncia de amplificacdo (E) foi considerada como: E = 2¢Y/5°P®)  Alteracées na

expressao génica foram calculadas pela quantificacdo relativa, através do método AACt
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(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), no qual Ct é o nimero do ciclo em que o sinal fluorescente
do produto ultrapassa o limiar estabelecido na fase exponencial da PCR, e AACt = ACtgpi19 —
ACt ep. Se 0 valor de E néo foi diferente de 2, entdo a taxa de expressdo do gene LEP (R) foi
calculada como R = 27 *2“". Os dados normalizados foram transformados e apresentados como
“vezes” em relagdo ao grupo controle (grupo B).

Antes de comparar a expressao génica, € importante considerar e, se necessario, fazer
ajustes para diferentes eficiéncias de amplificacdo do cDNA (YUAN et al., 2006). A analise
de regressdo resultou em coeficiente de regressio (R?) acima de 0,95, indicando uma
correlacéo linear entre a concentragéo inicial de cDNA e o Ct. Ao mesmo tempo, os slopes
n&o foram significativamente diferentes de -1 (o intervalo de confianga do slope inclui o valor
-1). Portanto, a eficiéncia de amplificacdo dos genes LEP e RPL19 foi considerada igual a
100%. A expressdao do gene controle (RPL19) ndo foi afetada pelo tratamento (P = 0,38),

demonstrando sua validade como gene referéncia para esse estudo.

4.2.6 Analise estatistica

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos estruturados
em classes, com quatro repeticdes por tratamento. Os dados de concentragdo serica de leptina
foram analisados pelo procedimento MIXED (SAS, 2000) para medidas repetidas no tempo,
utilizando o modelo Y = tratamento + tempo + tratamento*tempo + p + e, considerando
tratamento, tempo e interacdo tratamento*tempo como fontes de variacdo. O dia foi
considerado como variavel repetida, e animal dentro do tratamento, como o sujeito. Para a
analise da interacdo tratamento*tempo, utilizou-se uma regressdo polinomial, avaliando os
componentes linear, quadratico, ctbico e desvio do cubico. Os dados da concentracdo sérica
de leptina sofreram transformacdo logaritmica, para atender as regras de normalidade dos
residuos.

Os dados da PCR em tempo real, de expressdo génica, foram analisados em
delineamento split-plot, utilizando o procedimento MIXED (SAS, 2000), considerando
tratamento (A, B ou BL), deposito de tecido adiposo (mesentérico, perirenal ou subcutaneo) e
a interacdo entre os dois como efeitos fixos; e considerando o animal dentro do tratamento
como efeito aleatdrio.

Em todas as analises, considerou-se um nivel de significancia de 5%.
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4.3 EXPERIMENTO 2

Para o experimento 2, selecionou-se aleatoriamente uma amostra de tecido adiposo
subcutaneo de uma das novilhas do grupo de tratamento A, recebendo dieta de alta energia
(descrito acima, no experimento 1). A extracdo do RNA total e a sintese do cDNA foram

realizadas como descrito no experimento 1.

4.3.1 Amplificacdo do cDNA codificador da leptina bovina

Os primers utilizados para a amplificacdo do cDNA da leptina (Quadro 1) foram
desenhados com base na sequéncia do mMRNA da leptina bovina (NCBI Reference Sequence
NM 173928.2), excluindo-se sua sequéncia sinalizadora de secrecdo nativa, uma vez gque 0S
vetores de expressdo utilizados apresentam a sequéncia sinalizadora de secrecdo do S.
cerevisiae, a sequéncia do Fator a.

Para que ocorra uma clonagem direcionada do inserto com o0 gene de interesse nos
vetores de expressdo, incluiram-se sitios de restricdo das enzimas EcoRI e Sall (Fermentas),
nos primers senso (F) e antisenso (R), respectivamente. Trés bases (ATT) foram incluidas
antes dos sitios de restricdo, segundo recomendacdo do fabricante das enzimas. Ambos o0s
vetores de expressdao permitem a adicdo de uma cauda de poli-histidina a extremidade C-
terminal da proteina heter6loga, facilitando a posterior purificacdo da proteina secretada, que
sera feita em resina queladora de metais (USER MANUAL 25-0150; USER MANUAL 25-
0174 - INVITROGEN). Assim, o stop cddon nativo da leptina foi excluido.

A proteina ribossomal L19 (RPL19), expressa de forma constitutiva pelos tecidos, foi
utilizada como controle positivo de amplificacdo. As sequéncias dos primers RPL19 estdo
apresentadas na quadro 1.

A reacdo de PCR foi preparada em volume final de 50 pL, utilizando 5 pL de tampé&o
de PCR 10X; 1 pL de dNTP 10 mM; 3 pL de MgCl, 50 mM; 1,25 pL de primer LEP EcoRI
ou RPL19 (F) 10 uM; 1,25 pL de primer LEP Sall ou RPL19 (R) 10 puM; 0,25 pL de Taq
(Termophilus aquaticus) DNA polimerase (Invitrogen); 1 uL de amostra de cDNA; e agua
MiliQ autoclavada para um volume total de 50 pL. Foi incluido um tubo controle,

substituindo-se o cDNA por 1 pL de agua MiliQ autoclavada. Utilizou-se termociclador
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Veriti (Applied Biosystems), com a seguinte programacéo: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos;
sequido por 44 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos; e finalizado por 1 ciclo a 94°C por 1 minuto, 1
ciclo a 60°C por 30 segundos, 1 ciclo a 72°C por 1 minuto e permanecendo, entdo, a 4°C.

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo,
utilizando TAE 1X como tampéo, para purificacdo do produto de PCR. A purificacdo foi
realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). A banda de
aproximadamente 456 pb, referente ao gene da leptina, foi recortada rapidamente do gel com
uma lamina de bisturi, evitando uma exposicao prolongada do produto de PCR a luz UV do
transiluminador, 0 que poderia comprometer a integridade do material recuperado. O
fragmento de gel foi transferido para microtubo de 1,5 ml e o protocolo de purificacdo foi
seguido de acordo com as recomendac@es do fabricante, sendo que para a etapa de eluicéo,
utilizou-se 30 pL de agua MiliQ autoclavada morna (aproximadamente 55°C). A minicoluna
foi incubada a temperatura ambiente por 2 minutos, sendo em seguida centrifugada a 16.000 x
g por 2 minutos.

O produto de PCR purificado foi quantificado em gel de agarose 1%.

4.3.2 Clonagem no vetor de propagacdo pTZ57R/T e transformacéo de bactérias E. coli

Foram utilizadas bactérias E. coli da cepa DHS5a, que é comumente utilizada em
biologia molecular. Tal cepa apresenta a mutacdo ¢80lacZAM15 e € knock-down para o gene
lagl®, permitindo a selecéo dos clones transformados pela cor azul/branco em meio contendo
X-GAL e IPTG.

O inserto é clonado na regido do gene LacZ do vetor, regido que codifica a enzima [3-
galactosidase, cuja expressdo pode ser induzida pelo IPTG. A B-galactosidase degrada o
substrato X-GAL, produzindo um precipitado de cor azul. Assim, se houver inser¢édo do
inserto no plasmideo, 0 gene LacZ ndo estara intacto e a bactéria ndo produzira a f-
galactosidase, de forma que as colbnias serdo brancas, facilitando o reconhecimento dos
clones recombinantes.

O vetor de propagacdo pTZ57R/T possui 0 gene de resisténcia a ampicilina, de modo

que as colbnias transformadas sdo selecionadas em meio contendo esse antibiotico.
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4.3.2.1 Ligagéo

Para a ligacdo do produto de PCR no vetor pTZ57R/T (Figura 6), utilizou-se uma
razdo molar inserto:vetor de 3:1 em um volume de reacdo total de 20 pL. Os célculos foram
realizados através da férmula abaixo, considerando uma quantidade de vetor de 55 ng (1 pl),
tamanho do inserto de 456 pb e tamanho do vetor de 2886 pb (Figura 6).

quantidade vetor (ng)xtamanho inserto (Kb) inserto

* razao molar
tamanho vetor (Kb) vetor

= quantidade inserto (ng)

A reacéo utilizou 4 pL de tampéo de ligagdo 5X; 1 pL de vetor pTZ57R/T (55 ng/uL);
1 pL de enzima T4 DNA ligase; volume de inserto necessario para obter a razdo molar
vetor:inserto desejada; e agua MiliQ autoclavada para volume total de 20 pL. Ao mesmo
tempo foi realizado um controle positivo nas mesmas condi¢des, porém utilizando 4 pL de
Control PCR Fragment (42 ng/pL) (kit InsTAclone PCR Cloning — Thermo Scientific); e 10
pL agua MiliQ autoclavada. As reacdes foram incubadas overnight (aproximadamente por 16

horas) em geladeira, resultando no plasmideo pTZlep.

Figura 6 - A) Mapa do vetor de propagacgdo pTZ57R/T; B) Sequéncia do sitio de clonagem multipla (MCS)
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B Mph1103I
13/pLIC sequencing primer (-20), 17-mer Ecl13611 AccB5l - Mva1269I
(#50100) 615 EcoRl Sacl Kpnl BspB8l ——=——
' 5 TAR RAC cGAC GeCo chac TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA
3* ¢ ATT TTG CTG cos orec aCT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT

LacZ «+— Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Glu Arg lle Cys

- Egm' B:Eﬁazlm H'IS:TI“

Xbal 650 51 BamH) —SMal ——= Xmil _ Pstl
TCT AGA Td_ AT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA
AGA TCT A ddT TA GCC TAG GGC CCG GGC AGC TGA CGT
Arg  Ser lle Pro Asp Arg Ala Arg Arg Ser Cys

Alfl
____Eco1471 Pael Hindil 695
GAG GCC TGC ATG CAA GCT TrC CCT ATA GTG AGT CGT ATT AGA GCT TGG CGT
CTC CGG ACG TAC GIT CGA ARG TAT CAC TCA GCA TAA TCT CGA ACC GCA
7 franscription start T7 promaoter

Leu Gly Ala His Leu Ser Glu Arg Tyr His Thr Thr Asn Ser Ser Pro Thr

ART CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 57

TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5°
r:’13-'pLIC TEVETSE SBQUENCIng primer (-26), 17 -mer #50107)

lle  Met Thr Met

Estdo indicadas as enzimas de restricdo que podem ser utilizadas para a clonagem

Fonte: adaptado de InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)

4.3.2.2 Preparacao de bactérias quimiocompetentes

Primeiro as bactérias foram plaqueadas em meio LB Agar (sem antibiético) e
incubadas overnight em estufa a 37°C. No dia seguinte, transferiu-se uma col0nia,
selecionada aleatoriamente, para garrafa de 250 mL contendo 50 mL de meio LB liquido (sem
antibidtico). A garrafa foi incubada em shaker a 37°C, 250 rpm até a cultura alcancar uma
ODgo de 0,3 a 0,4 (aproximadamente 12 horas).

Uma vez que a ODgy foi atingida, a cultura foi rapidamente resfriada em gelo e
transferida para tubos Falcon de 50 mL. Os tubos foram centrifugados a 4.000 x g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi, entdo, cuidadosamente
ressuspendido, em gelo, em 15 mL de MgCl, 100 mM gelado. A solucéo foi centrifugada a
4.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi
ressuspendido em 20 mL de CaCl, 100 mM gelado e a solucdo foi mantida em gelo por 20

minutos, agitando-se levemente o tubo a cada 3 minutos, para manter as células em



56

suspensdo. Os tubos foram novamente centrifugados a 4.000 x g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi descartado. Por ultimo, as células foram ressuspendidas em 2 mL de solugéo
de CaCl, 85 mM contendo 15% de glicerol. Foram feitas aliquotas de 200 pl em microtubos

de 1,5 mL, as quais foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

4.3.2.3 Transformacéo

No dia seguinte, duas aliquotas de 200 pL de bactérias E. coli DH5a quimicamente
competentes, preparadas previamente pelo método do cloreto de célcio (ver abaixo), foram
transformadas por choque térmico, com 10 pL das reagdes de ligacdo (controle e pTZlep). De
forma resumida, 10 pL das ligagdes foram adicionadas as aliquotas de E. coli e incubadas em
gelo por 5 minutos, em banho-maria a 37°C por 90 segundos e novamente em gelo por no
minimo 1 minuto. Apos o procedimento, adicionou-se 800 uL de meio LB liquido a cada
microtubo, incubando-os em banho-maria a 37°C por mais 50 minutos. Plaqueou-se 200 pL
de cada transformacdo em placas de Petri descartaveis com 15 mL de meio LB Agar contendo
ampicilina (100 mg/mL) (Gibco), X-GAL 2% (40 pL) (USB) e IPTG 200 mM (50 pL)
(Invitrogen). As placas foram incubadas overnight em estufa a 37°C, sendo observado o
crescimento de vérias colbnias brancas e azuis.

Trés colbnias brancas da placa pTZlep foram escolhidas aleatoriamente e inoculadas
em tubos Falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio LB liquido com ampicilina (100 mg/mL).
Os pré-indculos foram incubados overnight (aproximadamente 16 horas) em shaker a 37°C e
250 rpm, para realizagdo de miniprep.

A miniprep das trés coldnias foi realizada com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen),
segundo instrucBes do fabricante, mas eluindo o DNA em 30 pL de dgua miliQ autoclavada
morna (aproximadamente 55°C). O material eluido foi quantificado em gel de agarose 1%,

mostrando uma concentragdo aproximada de 120 ng/pL.

4.3.2.4 Analise de restricédo

Foi, entdo, realizada uma andlise de restricdo com as enzimas EcoRI e Sall, para

avaliar se o0 gene de interesse estava inserido corretamente no vetor e se 0s sitios de restrigdo
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estavam integros. Foi realizada uma digestdo dupla, utilizando o tampdo 10X Buffer O, que
permite atividade de 100% para ambas as enzimas, segundo indicacdes encontradas em
www.thermoscientificbio.com. Para a reacdo utilizou-se: 1 uL de tampédo O 10X; 0,5 pL de
EcoRI (10 U/uL); 0,5 pL de Sall (10 U/uL); 1 pL de DNA (120 ng/pL); e agua miliQ

autoclavada para um volume total de reagdo de 10 pL. A reacédo foi incubada a 37°C por 2

horas e avaliada em gel de agarose 1%.

4.3.3 Clivagem do plasmideo pTZlep e dos vetores de expressio pPICZoA e pGAPZaA

A clivagem do plasmideo pTZlep visou a obtencdo do inserto com as extremidades
corretas para ligacdo nos vetores de expressdo, enquanto a clivagem dos vetores pPICZoA e
pGAPZaA foi feita para linearizagdo dos mesmos. O volume total das reagdes foi de 50 pL.

Para a reacdo de clivagem do plasmideo pTZlep, utilizou-se 5 pL tampédo O 10X; 1 uL
enzima EcoRI (10 U/pL); 1 pL enzima Sall (10 U/uL); 12,5 pL de DNA (120 ng/uL); e agua
miliQ autoclavada para volume total de 50 pL.

Para a clivagem do vetor pPICZaA, utilizou-se 5 pL tampdo O 10X; 1 pL enzima
EcoRI (10 U/uL); 1 pL enzima Sall (10 U/pL); 16,0 uL de pPICZaA (90 ng/ul); e agua
miliQ autoclavada para volume total de 50 pL.

Para a clivagem do vetor pGAPZaA, utilizou-se 5 pL tampdo O 10X; 1 pL enzima
EcoRI (10 U/pL); 1 pL enzima Sall (10 U/uL); 10 pL de pGAPZoA (150 ng/uL); d4gua miliQ
autoclavada para volume total de 50 pL.

As reacOes foram incubadas overnight em banho-maria a 37°C.

Apbs a clivagem, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%, para purificacdo dos
fragmentos de interesse. Os vetores pPICZoA e pGAPZaA apresentaram uma banda unica de
aproximadamente 3,6 kb e 3,1 kb, respectivamente, referentes aos vetores linearizados. O
plasmideo pTZ57lep apresentou duas bandas bem distintas: uma de aproximadamente 456 pb
(referente ao inserto) e uma de aproximadamente 2,8 kb (referente ao fragmento do
pTZ57R/T), sendo purificada a banda referente ao inserto. Os fragmentos foram recortados do
gel de agarose e purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), como comentado anteriormente, sendo o inserto eluido em 20 pL de dgua miliQ

autoclavada morna, e os vetores em 30 L.
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O material obtido das trés purificacfes foi quantificado em gel de agarose 1% e todos
os trés fragmentos apresentaram concentragéo de aproximadamente 50 ng/pL.

4.3.4 Clonagem nos vetores de expressio pPICZoA e pGAPZoA e transformacio de
bactérias E. coli

Foi utilizada a mesma cepa de E. coli DH5a, preparada como descrito anteriormente.

Nos vetores de expressdo a estratégia de clonagem foi realizada de forma que a leptina
recombinante fosse expressa fusionada com uma cauda de polihistidina (contendo seis
residuos de histidina) na extremidade C-terminal, permitindo uma purificacdo simples da
proteina recombinante, através da passagem do meio de cultura por uma coluna contendo
resina queladora de metais. Além disso, a leptina recombinante foi expressa fusionada com o
peptideo sinal do fator oo do Saccharomyces cerevisiae na extremidade N-terminal, de forma
que a proteina fosse direcionada para a via secretéria da célula.

Ambos os vetores possuem o gene Sh ble e, portanto, a selecdo das colbnias
transformantes é feita em meio contendo o antibi6tico Zeocina™, tanto na E. coli quanto na

P. pastoris.

4.3.4.1 Ligagao

Os dois vetores de expressdo escolhidos diferem quanto ao promotor utilizado e,
portanto, quanto a forma de indugdo da expressdo. O pPICZoA (Figura 7) utiliza o promotor
do gene AOX1, que codifica uma alcool oxidase da via de metabolismo do metanol, de forma
que a expressao da proteina heterologa pela Pichia deve ser induzida com a adi¢cdo de metanol
no meio de cultura. Ja o pPGAPZaA (Figura 8) utiliza 0 promotor do gene GAP, que é um gene
constitutivo e, portanto, ndo precisa de indu¢do com metanol, tornando a producgéo da proteina
heter6loga bem mais simples. Entretanto, ambos possuem sitios de clonagem multipla (MCS)
muito parecidos (Figuras 7 e 8), de forma que a estratégia de clonagem adotada foi a mesma

tanto para o pPICZaA quanto para 0 pGAPZoA.
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Para a ligacdo do inserto nos vetores de expressao utilizou-se uma relagdo molar
inserto:vetor de 5:1, em um volume total de reacdo de 10 pL. O célculo das quantidades de
inserto e vetor foi feito atraves da formula citada acima.

Foram feitas duas reacdes, utilizando-se 2 pL de tampéo de ligacdo 5X; 1 pL de vetor
pPICZaA ou pGAPZaA (50 ng/uL); 0,75 pL de enzima T4 DNA ligase (1 U/puL); 1 pL de
inserto (50 ng/uL); e &gua MiliQ autoclavada para volume total de 10 pL. As reacdes foram
incubadas overnight (aproximadamente 16 horas) em geladeira, resultando nos plasmideos
pPICbLep e pGAPbLep.

Figura 7 - A) Mapa do vetor de expressdo pPICZaA; B) Sequéncia do sitio de clonagem (regido MCS) do
pPICZaA, com a localizago dos sitios de restrigio EcoRI e Sall em destaque

GxHis |

A

Xho It

EcoR |
Pmi
Siil
BsmB |
AspT18 |
Ko |
Xho It
Sac |
Mot |
Xba

Comments for pPICZa A
3593 nucleotides

Bgi Il

5" AQOX1 promoter region: bases 1-941

5" AQX1 priming site: bases 855-B75

n-factor signal sequence: bases 941-1207

Multiple doning site: bases 1208-1276

c-myc epitope: bases 12751304

Polyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337

3" AOX 1 pAiming site: bases 1423-1443

AOX1 transcription temnination region: bases 1341-1682
TEF1 promoter. bases 1683-2053

EMT promoter. bases 2085-2162

Sh bie ORF: bases 2163-2537

CYC1 transcrption temination region: bases 2538-2855
pUC origin: bases 2866-3539 (complementary strand)
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£ end of AQXT mRMA 5" AQXT priming sie

| I
B | BRARCCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGTT ACTTTCATAR TTGCGACTGS TTOCAATTGA

- 1
BTl CRAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTARCGR CAACTTGAGA AGATCAARRM ACAACTARTT

[
931 ATTCEARRCG ATE AGR TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg FPhe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

QEY TCC TOC GCA TTA GOT E0T COCA GTC ARC ACT ACAR ACA GRR GAT GRAR ACG GO
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

n-factor signal sequence

03 C ATT CC& GCT & GIT GTC ATC GGET TAC TCR GAT TTR GAR GGG GAT TTC
Gln Ile Fro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Fhe

085 GAT GTT GOT GTT TTE CCA TTT TOC ARC AGC ACR AAT ARD G55 TTA &z TTT
Azp Val Ala Val Leu Pro Phe S5er Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Fhe

Xhol*
]

T
113 ATA AAT ACT ACT ATT EOC AGC ATT GCT GOT ARR GAR & GG GTA TCT CTC
Ile Bsn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leun

Keo2 signal deavage EcoRI' iy sl Bam | AspT181
| I I 1

1187 GAG BAA AGA GAG GCT GAR GCff |[GBATTCRC GTGGCCCAG CCGGCOGTC TCGGATCGGT

Zlu Lys Arg Glu AlaiGlu Alai

Ste13 signal cleavags

Kenl Xhol  Sacll Natl xoal c-myc epitope

1244 ACCTCGAGCC GOGGCGGCC GCCAGCTTTC TA GAA CAA ABA CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
Sall potyhistidine tag

— | |
1209 GAT CTG AAT AGC GCC[GTC GAQ] CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC

bhszsp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hig #%¥

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GECACTTACG AGRAGRACCG: TCTTGCTAGA
3" AQXY pnming site
1411 TTCTAATCAR & !"GA'IG'IEA GAATGCCATT GEIE'IGAG G ATGCAGEC CATTTTTGAT
3" polyadenylston sie
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT G‘IC!D.'I'I'I'IGT TTCTTCTCG

Fonte: adaptado de Pichia expression vectors for selection on Zeocin™ and purification of secreted, recombinant
proteins (Invitrogen)
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Figura 8 - A) Mapa do vetor de expressao pGAPZaA; B) Sequéncia do sitio de clonagem (regido MCS) do
PGAPZoaA, com a localizagdo dos sitios de restricdo EcoRI e Sall em destaque

A mﬁég:g;;ig; @
| E&5I8RE3R _6xHis QBioPy

Comments for pGAPZa A
3147 nucleotides

GAP promoter region: bases 1-483

a-factor signal sequence: bases 493-759

Multiple cloning site: bases 760-828

myc epitope taq: bases B27-856

Polyhistidine tag: bases B72-889

AQXT transcription termination region: bases B93-1233
TEF1 promoter region: bases 1234-1644

EM7 promoter: bases 1645-1712

Sh bie ORF: bases 1713-2087

CYC1 transcription termination region: bases 2088-2405
pUC origin: bases 2416-3089
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B 361 GATTATTGGEA AACCACCAGA ATUGAATATA AAAGEOGAACDC ACCTTTCCOCA ATTTTGEGTIT
PEAP forasrd priming site

T 1
421 CTCCTEACCD ARAGACTTTA AATTTAATTT ATTTGETOOCT ATTTCARATCA ATTGARCAARD

T
481 TATTTOGAAR G ATE AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GOT GTT TTA TTC GCA
Met Arg Phe Pro Ser 1le Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala

532 GCA TOC TOC GCA TTA GOT GOT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAR GAT GAA ACG
Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr
a0l Sgna sequence

583 GOA CAA ATT CCG GOT GAA GUT GTC ATC GET TAC TCA GAT TTA GAA 3GG GAT
Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

634 TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCOC ARC AGC ACA ARAT AAD GGG TTA TTG
Fhe Asp Vval Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu

G235 TTT ATA AAT ACT ACT ATT GOC AGD ATT GOT GOT AAR GAA GARA GGG GTA TCT
Fhe 1le Asn Thr Thr Ile Ala Ser 1le Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser

Mo I* el sgnal ceavags EcoRl g B
f 1 1
T36 COTC GAG ARA AGA GAG GCOT GAA ::'!..'E SAATTOAD GTEECCCA GROEECCETC TCGEEATC
Leu Glu Lys Arg Glu aAlajGlu Alaj
51213 =gnal cleavags
.ﬂ.m?ﬁ-&-lf(,l?.l:llxml S-&:III NI'CIII Xhe | TG epige

793 GGETACCTCGA GOOGCGGEOGE COGCOCAGCTT 'l'll."l'P. I:iP.P. CARA AAR CTC ATC TCA AR GAG
Glu Glm Lys Leu Ile Ser Glu Glu
pohfistidine lag
| I 1
851 GAT CTG AAT AGC GOC|GEIC GAC) CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGEA GTTTTAGD CTTA
Aszp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hisg #%%

05 GACATGACTS TTOCTCAGTT CAAGTTGGSC ACTTACGAGA AGACCGGSTCT TGOTAGATTC TAAT
37 AQXKT priming ste

- I 1
@0 CAAGAGEATE TCAGRATGUL ATTTGUOCTEA GAGATGEUAGE CTTCATITIT GATACTITTIT TATI
10323 TGETARCCTAT ATRAGTATAGE ATTTITITIG TCATTTIETT TCTTCTOE

Fonte: adaptado de Pichia expression vectors for constitutive expression and purification of recombinant
proteins (Invitrogen)

4.3.4.2 Transformacéo

Aliquotas de 200 pL de bactérias E. coli DH5a quimicamente competentes, preparadas
previamente pelo método do cloreto de célcio (descrito anteriormente), foram transformadas
por choque térmico, com 10 uL das reacbes de ligacdo. A transformacdo foi feita como
descrito anteriormente. As transformacdes foram plaqueadas em placas de Petri descartaveis
com 15 mL de meio LB Agar low salt contendo zeocina (25 pg/mL). Foram preparadas duas
placas por transformacdo: em uma plaqueou-se 200 pL da transformacao e na outra, primeiro
centrifugou-se o restante da transformacao a 1500 x g por 5 min, descartou-se o sobrenadante
(meio), deixando apenas 100 uL, nos quais o pellet de células foi ressuspendido e plaqueado.

As placas foram incubadas overnight em estufa a 37°C.
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4.3.4.3 PCR de coldnia

Algumas col6nias foram escolhidas aleatoriamente de cada placa, para verificacdo da
presenca do inserto (coldnias positivas) através de PCR de coldnia, utilizando primers que
anelam nos vetores: Fator a (F) e AOX 3’ (R). Para as reacOes utilizou-se 2,5 puL de tampéo
de PCR 10X; 0,5 pL de dNTP 10 mM; 0,75 pL de MgCl,; 50 mM; 0,5 pL de primer Fator a
(F) 10 puM; 0,5 pL de primer AOX 3° (R) 10 uM; 0,25 puL de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen) e 4gua MiliQ autoclavada para um volume total de 25 pL. Encostou-se a ponta de
um palito de dente autoclavado em cada colbnia a ser testada, agitando-o a seguir no
respectivo tubo de PCR contendo a reacdo. Foi incluido um tubo controle, contendo apenas 0s
25 pl da reacdo, sem a adicdo das bactérias.

Utilizou-se termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), com a seguinte
programacéo: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos; seguido por 34 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 52°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto; e
finalizado por 1 ciclo a 72°C por 7 minutos, permanecendo entdo a 4°C.

Na eletroforese em gel de agarose 1%, foram consideradas como colonias
recombinantes as que apresentaram banda de aproximadamente 650 pb (referente aos vetores
com presenca do inserto), sendo que o tamanho de banda esperado para os vetores sem a
presenca do inserto é de aproximadamente 300 pb.

Foram escolhidas, aleatoriamente, quatro coldnias recombinantes de cada plasmideo
(pPICbLep e pGAPbLep) para preparo do pré-indculo. As coldnias foram inoculadas em tubo
Falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio LB low salt com zeocina (25 pg/mL), e incubadas
overnight em shaker a 37°C, 250 rpm,. No dia seguinte foi realizada miniprep, como descrito
anteriormente. O material recuperado foi quantificado em gel de agarose 1%, apresentando
concentracOes de aproximadamente 180 ng/uL e 80 ng/uL, para os plasmideos pPICbLep e

pGAPDbLep, respectivamente.

4.3.4.4 Analise de restricao

A anélise de restricdo utilizou as enzimas EcoRI e Sall em volume total de reagéo de
10 pL. Para as reacgdes utilizou-se 1 puL de tampéo O 10X; 0,5 pL de EcoRI (10 U/uL); 0,5
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pL de Sall (10 U/uL); 1 pL de DNA,; e agua miliQ autoclavada para um volume total de
reacdo de 10 pL. A reacéo foi incubada em banho-maria a 37°C por 2 horas e avaliada em gel
de agarose 1%.

Para confirmacdo da presenca e da orientacdo correta do inserto nos vetores de
expressdo, foram realizadas também reacdes de PCR, utilizando um primer do vetor e um do
inserto, sendo uma realizada com o par Fator a (F; do vetor) e LEP Sall (R; do inserto), e a
outra com o par LEP EcoRI (F; do inserto) e AOX 3’ (R; do vetor). As reagdes de PCR foram
preparadas em um volume total de 25 pL, utilizando 2,5 pL de tampéo de PCR 10X; 1 pL de
dNTP 10 mM; 3 pL de MgCl, 50 mM; 1 pL de primer F (Fator o ou LEP EcoRI) 10 uM; 1
ML de primer R (LEP Sall ou AOX 3°) 10 uM; 0,25 pL de Taq DNA polimerase (Invitrogen);
1uL de DNA (miniprep); e agua MiliQ autoclavada para um volume total de 25 pL.

A programacao utilizada no termociclador foi: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos; seguido
por 34 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto; e finalizado por 1 ciclo a 72°C por 7 minutos, permanecendo

entdo a 4°C. O resultado das reacdes foi analisado em gel de agarose 1%.

4.3.5 Sequenciamento do fragmento contendo o gene de interesse

Antes de transformar a Pichia, os plasmideos pPICbLep e pGAPbLep foram
sequenciados em sequenciador MegaBACE 1000 Flexyble, utilizando o kit DYEnamic ET
Dye Terminator (GE Healthcare), para confirmar se o clone era mesmo positivo e se a
sequéncia estava correta. Os primers Fator o ¢ AOX 3’ foram utilizados para sequenciar as

regides 5’ e 3’, respectivamente.

4.3.6 Transformacdo das leveduras Pichia pastoris com os plasmideos pPICbLep e
pGAPbLep

Foram utilizadas leveduras Pichia pastoris da cepa KM71H.
A transformagéo ocorre com integracdo dos DNA linear no genoma da levedura por

recombinacdo homologa entre o DNA heterologo e regides homologas do genoma, de forma a
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gerar transformantes estaveis (CREGG et al., 1985; CREGG et al., 1989). O plasmideo
PGAPDbLep foi integrado no locus GAP, enquanto o vetor pPICbLep foi integrado no locus
AOX1.

4.3.6.1 Linearizacdo dos plasmideos

Ap06s o sequenciamento, os plasmideos foram linearizados com as enzimas Pmel e
XmalJl (pPICbLep e pGAPbLep, respectivamente) para posterior transformacéo das leveduras
Pichia pastoris, com integracdo dos plasmideos ao genoma da levedura.

Para a linearizagcdo do pPICbLep utilizou-se 5 pL de buffer 10X; 3 pL de Pmel (5
U/uL); 20 pL de DNA (180 ng/uL); e a4gua miliQ autoclavada suficiente para um volume
total de 50 pL. Para a linearizacdo do pGAPbLep utilizou-se 5 pL de buffer 10X; 1,5 uL de
XmaJl (10 U/uL); 20 pL de DNA (80 ng/uL); e agua miliQ autoclavada suficiente para um
volume total de 50 pL. As reacdes foram incubadas overnight em banho-maria a 37°C e
avaliadas em gel de agarose 1%, onde a presenca de uma banda Unica demonstrou a correta
linearizacao.

Os plasmideos linearizados foram precipitados em 1/10 do volume de acetato de sédio
3M pH 5,2; e 2,5 vezes o volume de etanol 100% gelado. Os tubos foram incubados a -80°C
por no minimo 15 minutos, sendo entdo centrifugados a 16.000 x g por 10 minutos a 4°C.
Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com 500 uL de etanol 80% gelado. Os tubos
foram novamente centrifugados a 16.000 x g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
descartado. O pellet foi deixado para secar em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos,
sendo entdo ressuspendido em 10 pL de dgua miliQ autoclavada.

Apbs a precipitacdo, o material foi quantificado em gel de agarose 1%, apresentando

concentracdo de aproximadamente 80 ng/uL, para ambos os plasmideos.

4.3.6.2 Preparo da Pichia eletrocompetente

Foram utilizadas leveduras Pichia pastoris da cepa KM71H, que estavam em cultura

no Laboratdrio de Biologia Molecular da UFSCar, em Séo Carlos. As leveduras competentes
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ndo podem ser armazenadas e foram preparadas na hora, segundo protocolo adaptado de
Cregg et al. (1993).

Durante a manhd foi preparado o pré-inoculo: uma quantidade de massa celular
suficiente para cobrir a ponta de um palito de dente foi retirada da placa de cultura e inoculada
em tubo Falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio YEPD. O pré-inoculo foi incubado em
shaker a 30°C, 250 rpm até o final da tarde (aproximadamente 9 horas).

Ap0bs o periodo de incubagdo do pré-indculo (no fim da tarde do mesmo dia), foi
preparado o indculo. Foi feita a afericdo da densidade éptica (DO) do pré-indculo diluido 1:10
em agua miliQ, que apresentou valor de 7,58. O calculo da quantidade de pré-inculo
necessaria para a preparagdo de 50 mL de indculo com DO final de 1,4 foi feito segundo as

férmulas abaixo:

Onde:
t = tempo de incubacdo do indculo (aproximadamente 16 horas)

td = tempo de divisdo das células (para Pichia, considera-se 2 horas)
N= Ny* 2" - 1,4= Ny* 28 - N, = 0,0055
Onde:
N = DO do inbculo desejada no final (entre 1,0 e 1,5, sendo que utilizamos 1,4 para 0s
calculos)

No = concentracdo de células inicial no in6culo

(Ny * Volume do in6culo em pL)

Volume de indculo em uL =
" DO pré — in6culo

0,0055 % 50000
7,58

Volume de in6culo =
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Desta forma, para a preparacdo do inoculo, transferiu-se 36 pL de pré-inoculo para
erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPD. O frasco foi tampado com gaze e
incubado em shaker a 30°C, 250 rpm por 16 horas (valor de t utilizado para os calculos
acima).

No dia seguinte, o indculo foi retirado do shaker e mantido em gelo. A DO do indculo
(N) foi aferida em espectrofotdmetro com dilui¢do de 1:10 em agua miliQ, para conferir se
estd entre 1,0 e 1,5. Todo o volume de in6culo foi, entdo, transferido para garrafa autoclavada
e centrifugado a 1.500 x g e 4°C por 5 minutos. O sobrenadante (meio) foi descartado e o
pellet de células foi ressuspendido, em gelo, em 10 mL de solucdo preparada na hora de 10
mL de meio YEPD e 2 mL de HEPES 1M pH 7,0. Apds a ressuspensdo do pellet, adicionou-
se 250 puL de DTT 1M. A solucdo foi homogeneizada e incubada em estufa a 30°C por 15
minutos.

Ap0s a incubacdo, adicionou-se agua miliQ gelada para um volume de 50 mL, e foi
feita nova centrifugacdo a 1.500 x g e 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de células foi ressuspendido em 25 mL de agua miliQ gelada. A solucdo foi
centrifugada a 1.500 x g e 4°C por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi,
entdo, ressuspendido em 2 mL de sorbitol 1M gelado. A solucdo foi transferida para tubo
Falcon de 50 mL e centrifugada a 1.500 x g e 4°C por 5 minutos. Apds descartar o
sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 100 uL de sorbitol 1M gelado. Em microtubos de
1,5 mL, foram feitas aliquotas de 40 pL, as quais foram mantidas em gelo para transformacéo
imediata (a Pichia competente ndo pode ser armazenada para transformacdo em dias

subsequentes).

4.3.6.3 Transformacéo

A transformacdo foi feita por eletroporagéo em eletroporador BioRad Gene Pulser I,
utilizando 500 ng a 1,0 ug de DNA. Assim, a cada aliquota de Pichia adicionou-se 9 pL de
plasmideo linearizado (80 ng/pL). Os tubos foram homogeneizados levemente e incubados
em gelo por 5 minutos.

Logo em seguida prosseguiu-se com a eletropora¢do em cubeta de 2 mm, utilizando-se

1,5 kV; 25 uF; e 200 Q. Imediatamente apos o pulso, adicionou-se 1 ml de sorbitol 1M gelado
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e transferiu-se as células para tubos Falcon de 15 mL, os quais foram incubados em estufa a
30°C por 2 horas.

Cada uma das transformacdes foi plagueada em duas placas de Petri descartaveis
contendo 15 mL de meio YEPD com duas concentracdes de zeocina (100 pg/mL e 500
pg/mL). Nas placas com 100 pg/mL de zeocina plaqueou-se 100 pl da transformacao,
enquanto nas placas com 500 pg/mL de zeocina plaqueou-se 200 pl da transformacdo. As

placas foram incubadas em estufa a 30°C por 4 dias.

4.3.6.4 PCR de coldnia

Doze col6nias foram escolhidas aleatoriamente para a realizacdo de reacdo de PCR e
consequente identificacdo de colénias recombinantes. Antes da realizacdo da PCR, as células
foram lisadas, sendo que as coldnias selecionadas foram “picadas” em 20 pL de SDS 0,2%
preparado na hora e aquecidas em banho-maria a 90°C por 3 minutos. As células foram
centrifugadas por 30 segundos a 16.000 x g e 1 pL do sobrenadante foi utilizado para a PCR
de coldnia.

A reacdo de PCR ocorreu em volume total de 25 pL, utilizando 2,5 pL de tampdo de
PCR 10X; 1 pL de dNTP 10 mM; 3 pL de MgCl, 50 mM; 1,25 pL de Triton X100 20%
preparado na hora; 1 pL de primer LEP EcoRI (F) 10 uM; 1 pL de primer AOX 3’ (R) 10
uM; 0,25 puL de Tag DNA polimerase (Invitrogen); 1uL de DNA (sobrenadante); e agua
MiliQ autoclavada para um volume total de 25 L.

A programacéo utilizada no termociclador foi: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos; seguido
por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 1,5 minutos e
extensdo a 72°C por 4 minuto; e finalizado por 1 ciclo a 72°C por 7 minutos, permanecendo
entdo a 4°C. O resultado das reacdes foi analisado em gel de agarose 1%.

As colbnias identificadas como recombinantes foram entdo utilizadas para avaliacao

da expressao da leptina recombinante.
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4.3.7 Avaliacdo da expressao da leptina recombinante bovina em pequena escala

Dentre as colonias de Pichia recombinantes, 22 foram selecionadas aleatoriamente de
cada placa (pPICbLep e pGAPbLep), para analise da expressdo de bLeptina em pequena
escala, utilizando placa de cultura de 24 pogos (Whatman). Foram incluidos controles
positivos e negativos. O controle negativo foi a Pichia cepa KM71H ndo transformada. Para o
controle positivo utilizaram-se duas culturas de Pichia ja existentes no Laboratério de
Biologia Molecular da UFSCar, que conhecidamente produzem sugarina 2 (controle positivo
do pPICbLep) e endoglucanase 3 (controle positivo do pGAPbLep) em altos niveis.

A analise da presenca da leptina recombinante no meio de cultura foi realizada em
SDS-PAGE 15%, corado com Coomassie blue (SAMBROOK et al., 2001).

4.3.7.1 pPICbLep

As 22 colbnias recombinantes pPICbLep selecionadas foram inoculadas em meio
BMGY (meio de crescimento) e cultivadas em shaker a 28°C e 250 rpm, por 2 dias. No
primeiro poco da placa, inoculou-se o controle positivo (clone produtor de sugarina 2) e no
ultimo, o controle negativo (cepa KM71H nao transformada).

Apds o periodo de crescimento, a placa foi centrifugada a 1.500 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 2 ml de meio BMMY (meio de inducédo) e 15 pl
de metanol 100% (0,75% do volume).

A placa foi cultivada em shaker a 28°C e 250 rpm, por 144 horas, sendo que a cada 24
horas a placa era centrifugada a 1.500 x g por 5 minutos, para coleta de aliquota de 200 ul de
sobrenadante, que foi armazenada em microtubos de 1,5 ml, em freezer -20°C. Assim, as
aliquotas foram retiradas nos tempos 0; 24; 48; 72; 96; 120; 144 h. Apoés a coleta de cada
aliquota, adicionou-se 0,75% do volume restante no pogo de metanol 100%.

4.3.7.2 pGAPbLep

As 22 coldnias recombinantes pGAPbLep selecionadas foram inoculadas em 2 ml de

meio YPD. No primeiro poco da placa, inoculou-se o controle positivo (clone produtor de
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endoglucanase 3) e no ultimo, o controle negativo (cepa KM71H ndo transformada). A placa
foi cultivada em shaker a 28°C e 250 rpm, por 96 horas.

A cada 24 horas, a placa foi centrifugada a 1.500 x g por 5 minutos, para coleta de
aliquota de 200 pul de sobrenadante, que foi armazenada em microtubos de 1,5 ml, em freezer

-20°C. As coletas foram, entéo, realizadas nos tempos: 0; 24; 48; 72; 96 h.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1

5.1.1 Concentracao sérica de leptina

O desenvolvimento de ensaios para determinacdo da leptina sérica, especificos para
ruminantes, ainda ndo progrediu muito, principalmente devido a baixa imunogenicidade da
leptina de ruminantes, que dificulta a obtencéo de anticorpos especificos (CHILLIARD et al.,
2005). Os primeiros resultados publicados sobre a dosagem de leptina nesses animais
utilizaram um kit de radioimunoensaio (RIA) comercial multi-espécie (Linco) (CHILLIARD
et al., 1998), entretanto os resultados eram subestimados, quando comparados com RIAS
especificos para ruminantes. Ehrhardt et al. (2000) observaram que os Kits multi-espécie, além
de gerarem resultados subestimados, ndo detectaram resposta na concentracdo de leptina de
bovinos e ovinos em resposta a alteragdes nutricionais. Dessa forma, nesse experimento
optou-se pela utilizacdo de um kit ELISA especifico para leptina bovina, uma vez que ainda
ndo ha RIAs especificos para leptina bovina disponiveis comercialmente.

Para avaliar se a dose de leptina aplicada foi capaz de aumentar a concentracdo serica
de leptina dos animais tratados acima do grupo controle, amostras de sangue de quatro
novilhas de cada grupo foram aleatoriamente selecionadas para dosagem hormonal.

A administracdo de leptina recombinante ovina, na dosagem de 4,8 ug oLeptina/kg PV
a cada 12 horas, aumentou a concentracdo sérica de leptina de novilhas Nelore pré-plberes
recebendo dieta de baixa energia (grupo BL), sendo observado efeito de interacdo
tratamento*tempo (P = 0,04) (Figura 9). A leptina sérica das novilhas no grupo BL
apresentou um pico (11,1 + 1,4 ng/mL) no dia 21 do experimento, ou seja, sete dias apds o
inicio do tratamento hormonal. Dai em diante, a concentragdo de leptina sofreu uma redugéo
para 9,4 + 1,5 ng/mL no dia 28 de experimento (14 dias apds o inicio do tratamento
hormonal), e para 7,5 + 1,4 ng/mL no dia 80 de experimento (11 dias ap0s a primeira injecdo

de oLeptina).
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Figura 9 - Andlise de regressao da concentragdo sérica de leptina no tempo, do inicio do tratamento nutricional
(dia 0) até 11 dias ap6s o final da aplicacdo subcutanea de oLeptina ( dia 80)
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A leptina foi aplicada duas vezes por dia, do dia 14 ao dia 69. A) dicta de alta energia (®) [Log(leptina) = 1,75 +
0,01 * DEE (P = 0,04, R® = 0,12)]; B) dicta de baixa energia (m) [Log(leptina) = 1,86]; BL) dicta de baixa
energia + oLeptina 4,8 pg/kg PV (A) [Log(leptina) = 2,62 + 0,027 * DEE — 0,0003 * DEE? (P = 0,03, R® =
0,10)]. DEE = dias em experimento

A interacdo observada entre tratamento e tempo, demonstra que a concentracdo sérica
de leptina foi afetada pelo tempo nos grupos A e BL (P < 0,01), mas ndo no grupo B (P =
0,50), no qual permaneceu constante (4,0 £ 2,0 ng/mL) durante todo o periodo de avaliacdo
(Figura 9). Por outro lado, a leptina sérica do grupo recebendo dieta de alta energia (A),
aumentou linearmente no tempo (P = 0,004), enquanto o grupo BL apresentou efeito
quadratico (P = 0,01).

Garcia et al. (2002), avaliando 42 novilhas com 7 a 9 meses de idade, PV inicial de
292 + 3,2 kg e GMD de 1,1 + 0,01 kg PV/dia, semelhante grupo de alto consumo de energia
(grupo A) do presente estudo, observaram aumento linear significativo do PV, da expressao
do RNAm da leptina e da concentragdo de leptina sérica com o aproximar da puberdade.
Segundo os autores, a concentracdo sérica de leptina passou de 3,8 £ 0,4 ng/ml, 16 semanas
antes da puberdade, para 6,4 £ 0,4 ng/ml, na semana da puberdade, o0 que pode ter ocorrido
tanto pelo aumento no nimero de células do tecido adiposo, devido ao alto GMD, quanto pela

maior expressao do gene LEP no tecido adiposo.
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A dose de leptina considerada ideal para estudos em novilhas seria aquela necesséria
para elevar a leptina sérica dos animais tratados para 5 a 10 ng/ml por um periodo de 8 a 12
horas apds uma unica injecdo (MACIEL et al., 2004a). O critério utilizado baseia-se na
observacao de que vacas de corte maduras, ciclando normalmente, apresentam concentracao
sérica de leptina entre 15 e 20 ng/ml e que a concentracdo de leptina sérica na semana de
ocorréncia da puberdade de novilhas ganhando 1,1 kg PV/dia foi de 6,4 £ 0,4 ng/ml
(GARCIA et al., 2002), de modo que a concentracdo alvo representa niveis fisiologicos de
animais bem nutridos, ciclando normalmente.

A dose de leptina utilizada (4,8 pg/kg PV, duas vezes ao dia, ou seja, 9,6 pg/kg PV
por dia) foi escolhida com base em estudo prévio de Maciel et al. (2004a), no qual a
administracdo cronica de oLeptina em novilhas, em dose de 38,4 ug/kg PV/dia por 40 dias,
gerou um aumento linear na concentracdo sérica de leptina dos animais tratados, alcancando
valores até 35 vezes maiores que 0s animais ndo tratados, entretanto, ao contrario do
esperado, ndo adiantou a ocorréncia da puberdade. Desta forma, optou-se por utilizar a menor
dose capaz de aumentar a concentracdo sérica de leptina de forma significativa, acima do
valor observado para animais nao tratados.

Houve um claro aumento na leptina sérica ap0s o inicio do tratamento com oLeptina, 0
qual foi acompanhado por um aumento no didmetro do foliculo dominante, porém néo
determinou o adiantamento da puberdade das novilhas tratadas, como demonstrado
anteriormente por Carvalho (2009). Entretanto, ambos os efeitos (na concentracdo de leptina e
no didmetro do FD) foram transitérios. O diametro do FD foi maior para o grupo BL até o dia
30 de experimento, comparado com o grupo controle (B), coincidindo com o tempo
aproximado em que a leptina sérica comecou a declinar no grupo BL.

A presenca de receptores de LH na superficie de células da granulosa é um fator
caracteristico dos foliculos pré-ovulatorios, e necessario para a continuidade de seu
desenvolvimento (WEBB et al., 2004). J& foi demonstrado que a leptina regula a secrecéo de
LH em bovinos (AMSTALDEN et al., 2003; KADOKAWA et al., 2006) e pode estimular o
crescimento folicular indiretamente, ao induzir a secrecdo de LH pela hipofise anterior. Além
do efeito central, a expressdo do receptor de leptina em foliculos pré-ovulatérios, assim como
a presenca de leptina em odcitos maduros, sugere que tal horménio apresente, também, um
efeito local no ovario (SARKAR et al., 2009).

O efeito transitorio da leptina no didmetro do FD pode ser explicado por diversos
fatores, incluindo a ocorréncia de downregulation dos receptores de LH nas células da

granulosa (MONTANO et al., 2009); o desenvolvimento de resisténcia intracelular a leptina,
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através do aumento na expressdo de SOCS3 (MYERS et al., 2008); ou a saturagdo do sistema
de transporte de leptina pela barreira hemato-encefalica (BANKS, 2004).

5.1.2 Expressdo do gene LEP no tecido adiposo

A dieta de alta energia aumentou, enquanto a administracdo de oLeptina por 56 dias
diminuiu a expressdo do gene LEP no tecido adiposo (P < 0,001) (Figura 10). N&o houve
interacdo entre tratamento e depdsito de tecido adiposo estudado (P = 0,39), indicando que 0s
efeitos da nutricdo e da leptina exdgena na expressdao do gene LEP foram semelhantes nos
diferentes depdsitos (mesentérico, perirenal e subcutaneo).

Ji et al. (1998), estudando a expressdo de leptina bovina, também ndo observaram
diferenga na expressdo nos diversos depoésitos de tecido adiposo (subcutaneo, perirenal e
omental), enquanto Kim et al. (2000) relataram maior nivel de mRNA de leptina no tecido
adiposo perirenal de bovinos, nivel moderado nos tecidos adiposos abdominal, subcutaneo e
intermuscular, e niveis baixos no tecido adiposo intramuscular.

A dieta de alta energia, em média, aumentou a expressdo do gene LEP em 2,4 vezes,
enquanto a aplicacdo de leptina exdgena reduziu sua expressdo, em média, 2,5 vezes,

comparando com as novilhas controle (grupo B).
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Figura 10 - Efeito de dieta e da leptina ovina exégena (oLeptina) na expressdo do gene LEP
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Dados apresentados como média + SEM para os trés tratamentos (B = dieta de baixa energia; A = dieta de alta
energia; BL = dieta de baixa energia + oLeptina 4,8 pg/kg PV). Dados analisados pelo método 2%, onde Ct
representa o ndmero do ciclo limiar, tendo o grupo B como ponto de referéncia. Diferengas significativas (P <
0,05) estdo representadas por letras diferentes

O decréscimo observado na expressdao do gene LEP pode explicar a reducdo na
concentracdo sérica de leptina, que ocorreu apés 30 dias de tratamento hormonal (Figura 9),
nas novilhas do grupo BL, e consequentemente a falha do tratamento em continuar a estimular
o desenvolvimento folicular, acelerando a ocorréncia da puberdade (CARVALHO, 2009).

As novilhas foram abatidas, em média, 41 dias ap6s o final da aplicacdo de oLeptina,
com apenas um animal sendo abatido durante o tratamento hormonal. O efeito residual da
aplicacdo de oLeptina na expressdo génica é surpreendente, mas estd de acordo com estudos
prévios, que relataram um efeito de longo prazo do tratamento com leptina em animais jovens
(PICO et al., 2007). O tratamento com leptina durante a lactacdo reduziu a expressao génica
no tecido adiposo de ratos adultos, além de alterar a expresséo de genes hipotalamicos (PICO
et al., 2007). O mecanismo dessa programacdo da expressdo géncica, observada em animais
jovens, ainda ndo é conhecido. Em estudo subsequente, o0 aumento da expressdo hipotalamica

de POMC, em animais tratados com leptina, foi associado com o aumento da metilacdo dos
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promotores POMC, sendo que ndo houve alteracdo na metilagédo de outros promotores, cuja
expressao génica foi alterada em animais tratados com leptina (PALOU et al., 2011).

Foi demonstrado, em ruminantes, que a hiperleptinemia estd associada com uma
reducdo na secrecdo de glicocorticoides e insulina, e como ambos sdo estimuladores da
secrecdo de leptina, a hiperleptinemia pode inibir a secrecdo de leptina pelos adipdcitos
(CHILLIARD et al., 2001). Entretanto, foi demonstrado em ratos, que a administragcdo de
leptina reduziu a expressao de leptina no tecido adiposo branco, sem alterar a concentracdo de
insulina ou corticosteroides (SCARPACE et al., 1998), sugerindo um feedback direto entre
receptores de leptina e adipdcitos.

Por outro lado, Vaiciunas (2007), trabalhando com novilhas zebuinas geneticamente
precoces e ndo precoces, observaram que um dos mecanismos envolvidos na precocidade
sexual, foi a maior expressdo de leptina pelo tecido adiposo, além de menor expressdo de

receptores de NPY no hipotalamo.

5.2 EXPERIMENTO 2

Atualmente ha apenas dois trabalhos na literatura sobre a expressdo de leptina em
leveduras Pichia pastoris: o publicado por Laborde et al. (2004), sobre a producdo de leptina
ovina; e o publicado por Liu et al. (2002), sobre a producdo de leptina humana, ambos
utilizando o promotor do gene AOX1. Ja o nimero de trabalhos publicados sobre a expresséo
de leptina em bactérias Escherichia coli € substancialmente maior: Fawsi et al. (1996); Gertler
et al. (1998); Guizes et al. (1998); Ji et al. (1998); Jeong et al. (1999); Iwase et al. (2000);
Park et al. (2001); Jeong et al. (2004); Murashita et al. (2008) e Li et al. (2010); por exemplo.

A E. coli é o organismo mais utilizado mundialmente para a producdo de proteinas
recombinantes, porém apresenta inimeros problemas na recuperacao de niveis substanciais de
proteinas com a correta conformacao espacial e atividade bioldgica. A expressao de proteinas
recombinantes em E. coli frequentemente ocorre pela producao de corpos de inclusdo, a partir
dos quais as moléculas de proteina biologicamente ativas s6 podem ser obtidas com o
emprego de métodos muito trabalhosos e caros de purificacdo, e mesmo assim, o rendimento
é baixo, principalmente devido a agregacdo das proteinas, resultado de interacfes entre suas
regides hidrofébicas (CHOI; LEE, 2004).
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O presente trabalho utilizou dois vetores de expressdo muito parecidos, porém com
promotores diferentes: o pPICZoA, que utiliza o promotor do gene AOX1 e, portanto,
necessita de metanol como Unica fonte de carbono para a inducdo da expressao; e o
pGAPZoA, que utiliza o promotor do gene GAP, expresso constitutivamente, néo
necessitando de inducdo para a expressdo. Vetores utilizando o promotor do GAP s&o mais
interessantes para a producgdo de proteinas em larga escala, pois ndo apresentam o alto risco e
custo com o emprego e armazenamento de grandes volumes de metanol, além de serem mais
simples de trabalhar, pois ndo precisam de trocas de meio de cultura (de crescimento para de
inducéo) ou de suplementacBes diarias com metanol (VASSILEVA et al., 2001). Alguns
autores relatam maiores niveis de expressdo de algumas proteinas heter6logas com o
promotor GAP (DORING et al., 1998; DELROISSE et al., 2005), enquanto outros
observaram maior eficiéncia com o promotor AOX1 (SEARS et al., 1998; BOER et al., 2000;
VASSILEVA et al., 2001). Assim, nesse estudo, optou-se por trabalhar também com o
pPICZoA.

5.2.1 Amplificacéo e clonagem

A sequéncia codificadora do gene da leptina bovina foi amplificada com sucesso por
PCR, produzindo uma banda Unica de aproximadamente 456 pb no gel de agarose, referente
ao gene da leptina sem a sequéncia sinal de secrecdo nativa e com insercdao dos sitios de
restricdo EcoRI e Sall (Figura 11). O inserto foi clonado no vetor de propagacdo pTZ57R/T e
transformado em bactérias E. coli DHS5a, produzindo diversas colOnias recombinantes
(brancas) (Figura 12).
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Figura 11 - Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose a 1%
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M) Marcador molecular (100 pb); 1) produto de PCR com primers RPL19; 2) controle RPL19; 3 e 4) produtos
de PCR com primers LEP; 5) controle LEP; 6) controle negativo

Figura 12 - Bactérias E.coli DH5a transformadas com o plasmideo pTZlep, em meio LB Agar com ampicilina
(100 pg/mL)

4

As colbnias brancas sdo recombinantes (possuem o plasmideo pTZlep). As colbnias azuis apresentam o vetor
pTZ57R/T sem insercdo do produto de PCR

Trés coldnias recombinantes foram escolhidas aleatoriamente para analise de restrigdo
e as trés apresentaram resultado positivo, com duas bandas bem definidas no gel de agarose
1%, sendo uma de aproximadamente 2,8 kb (vetor pTZ57R/T) e outra de cerca de 456 pb

(gene da leptina), indicando que os sitios de restricdo estavam integros, criando extremidades
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compativeis com as extremidades criadas no inserto, com a adi¢do dos mesmos sitios. (Figura
13).

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose 1% corada com brometo de etideo, mostrando a clivagem do
plasmideo pTZlep com as enzimas EcoRlI e Sall
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M) Marcador molecular (100 pb); 1 a 3) Plasmideo pTZlep

Apbs clivagem do plasmideo pTZlep e da linearizacdo dos vetores de expressdo
pGAPZoA e pPICZaA com as enzimas EcoRI e Sall, fragmentos de 456 pb (inserto), de
aproximadamente 3,6 kb (pPICZaA) e de aproximadamente 3,1 kb (pGAPZaA) foram
purificados do gel de agarose. O inserto foi clonado nos vetores de expresséo (gerando 0s
plasmideos pPICbLep e pGAPbLep) e transformado novamente em bactérias E. coli DH5a.
Os clones recombinantes foram selecionados utilizando o antibidtico zeocina e as placas
apresentaram grande numero de col6nias, indicando uma boa eficiéncia de transformacéo
(Figura 14).
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Figura 14 - Bactérias E.coli DH5a transformadas com os plasmideos pGAPbLep (A) e pPICbLep (B) em meio
LB agar com zeocina (25 pg/mL)

Escolheu-se aleatoriamente 13 colonias de cada placa (pPICbLep e pGAPbLep) para
confirmar se eram mesmo recombinantes, por PCR de col6nia utilizando o par de primers dos
vetores (fator a ¢ AOX 3°), sendo que 12 colonias de cada placa foram positivas,
apresentando fragmento de cerca de 650 pb no gel de agarose. Apenas as colbnias 12 e 9,
respectivamente das transformacgdes com os plasmideos pPICbLep e pGAPbLep foram
negativas, apresentando bandas de 300 pb, referentes apenas ao fragmento amplificado dos
vetores (Figura 15).
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Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1% corada com brometo de etideo, mostrando a PCR de col6nia de
bactérias E. coli DHS5a transformadas com os plasmideos pPICbLep (em cima) e pGAPbLep
(embaixo)
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As bandas de ~ 640 pb indicam colénias recombinantes. As bandas de ~ 300 pb indicam as coldnias sem
presenca do inserto

A anélise do sequenciamento do fragmento amplificado em reacdo de PCR utilizando
0s primers dos vetores (fator oo ¢ AOX 3”) mostrou 99% de identidade com a sequéncia do
MRNA da leptina bovina (NCBI Reference Sequence NM 173928.2), mostrou também a
correta orientacdo do gene de interesse nos vetores de expressdo, entre a sequéncia do
peptideo sinal de secrecdo (fator a) e a sequéncia codificadora da cauda de polihistidina
(Figura 16). Clare et al. (1991b) expressaram o fator de crescimento epidermal de
camundongo em leveduras P. pastoris e S. cerevisiae, sob controle do promotor do gene
AOX1, ambos utilizando o peptideo sinal do S. cerevisiae (fator o), e observaram uma correta
clivagem do peptideo sinal, indicando que o fator a é corretamente reconhecido e processado
pela P. pastoris. JA& Wang et al. (2002) expressaram lactoferrina porcina em P. pastoris
utilizando o promotor do gene GAP e a sequéncia sinal de secre¢do propria da P. pastoris ou

o fator a do S. cerevisiae. Os autores observaram uma expressdo maior quando o fator a foi
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utilizado, sendo que a producdo da lactoferrina em P. pastoris (12 mg/L) foi maior que a
producgédo em S. cerevisiae (1 a 2 mg/L).

Figura 16 - Sequenciamento do inserto contendo o gene da leptina bovina, utilizando os primers fator o (F) e
AOX 3’ (R)

Query 41  GIGCCCATCTGCAAGGICCAGTGATGACACCARRACCCTCATCARGACARTTIGICA-CAG 99
FEETETEEEE e et e rer e e e e e e et e e e e e re e 1l

Skjct 111 GIGCCCATCTGCARGGTCCAG-GATGACACCRARARCCCTICATCARGRCRATTGICACCAG 1a9

Query 100 GATCAATGACATCTCACACACGCAGICCGICICCTICCARRACAGAGGETCACTGETTIGER 1539
FEETETEEEET e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

Sbjct 170 GATCAATGACATCTICACACACGCAGICCGICICCTICCARACAGAGGGETICACTGETITIGER 229

Query 160 CITCATCCCTGGGCTCCACCCICICCIGAGTITGICCAAGATGEACCAGACATTGSCGAT 219
FEETETEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e eyl

Sbjct 230 CITCATCCCTGGGCTCCACCCICICCIGAGTITGICCAAGATGGACCAGACATTGSCGAT 289

Query 220 CTACCRARCAGATCCTICACCAGICTGCCIICCAGRRARTGIGGICCARATATCCRATGACCT 279
FEEPETEEEE e e et e e e e e e e e e e et e e e e ey
Sbjct 250 CTACCRRCAGRATCCTICACCAGICIGCCITCCAGRRATGIGGTCCARZATATCCRATGACCT 349
Query 280 -GAGRACCTCCGGEACCITICICCACCIGUTIGGCCGCCTCCARGAGCTGOCCCITGOOGEE 338
CETEEEETEEE e et e e et e e e et
Sbjct 350 GERAGRACCTCCGGEACCITICICCACCIGUTIGGCCGUCTCCARGAGCTGOCCCITGOOGCE 409
Query 339 GETCAGNGECCCT-GAGAGCTTGEAGAGCTTGEECGTTGTCCTGEARGETTCCCTCTACT 397
FEETEE TP rer e et e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 410 GETCAG-GECCCIGGRAGRGCITGEAGAGCTIGEECGTIGTICCIGEARGETTCCCTCTACT 468

ey e T T R T R T e e g T T R T T e e

Query 398 CCACCGAGGIGGIGECCCTIGAGCCGECTGCAGEEGTCTACTACAGGACATGITRCGECAG 457

P el alalalale T T T T T e e

Sbjct 46% CCACCGAGGIGGIGECCCTGAGCCGECTGCAGEEGTC-ACTACAGRACATGITGCGECAE 527
Query 458 CIGGACCTCAGICCCGEGIGC 473
FEETEEEETTE et

Sbjct 528 CIGGACCICAGICCCGEGIGC 548

Quatro colbnias recombinantes pPICbLep e quatro pGAPbLep foram selecionadas
para a andlise de restricdo com as enzimas EcoRI e Sall e todas apresentaram duas bandas
bem definidas, uma de cerca de 456 pb (inserto) e uma de aproximadamente 3,0 kb
(pGAPZaA) ou 3,5 kb (pPICZaA). Desta forma, escolheu-se 0s plasmideos pPICbLepl e
PGAPbLepl para linearizagdo com as enzimas de restricdo Pmel e XmaJl, respectivamente, e
transformacédo da Pichia. Apos a linearizacdo, o plasmideo pPICbLep apresentou banda de
aproximadamente 4 kb e o pGAPbLep de aproximadamente 3,5 kb, no gel de agarose(Figura
17).

A cepa de Pichia utilizada (KM71H) apresenta fenétipo Mut®, ou seja, apresenta
crescimento lento em meio com metanol, uma vez que é knockout para o gene AOX1, e que
possui apenas o gene AOX2 ativo, expresso em menores niveis (LOMBARDI et al., 2010).

Desta forma, com a integracdo do plasmideo pPICbLep no locus AOX1 do genoma da Pichia,
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ela passa a crescer mais rapidamente em meio contendo metanol como Unica fonte de

carbono.

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 1% corada com brometo de etideo, mostrando os plasmideos
pPICbLep e pGAPbLep linearizados com as enzimas Pmel e XmalJl, respectivamente

4000 ph—

3000 pl —

M) Marcador molecular Gene Ruler 1 kb (Fermentas); 1) pPICbLep; 2) pGAPbLep

A Pichia eletrocompetente foi eletroporada e cada transformacdo foi plaqueada em
duas placas de Petri contendo meio YEPD com concentracdes diferentes de zeocina, sendo
uma com 100 pg/mL e outra com 500 pg/mL. Todas as placas apresentaram crescimento de
varias coldnias (Figura 17). O uso de alta concentracdo de zeocina no meio de cultura
permitiu selecionar clones com integracdo de multiplas c6pias do gene de interesse.

Varios resultados demonstraram que a producdo da proteina heterdloga pode estar
relacionada com o numero de cOpias do gene de interesse, sendo que em muitos casos,
insertos integrados em multiplas copias apresentam maior nivel de expressdo (CLARE et al.,
1991a; 1991b; WERTEN et al., 1999). Entretanto, Thill et al. (1990) demonstraram que um
maior nimero de copias pode ter efeito negativo sobre a producdo da proteina. Na verdade, o
efeito do numero de copias na expressdo é imprevisivel e Henry et al. (1997) demonstraram

que ndo h& correlacdo entre essa variavel e a expressdo de proteina precursora de amiloide
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humana. Outros fatores, como o sitio de integracdo gendmica, a estabilidade e caracteristicas
da proteina podem ser fatores de grande importancia.

Laborde et al. (2004) expressaram leptina recombinante ovina em leveduras P.
pastoris e observaram que cepas de fendtipo Mut®, com gene AOX1 ativo e, portanto, com
rapido crescimento em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono, apresentaram
maior expressao da proteina quando apenas uma copia do cassete de expressdo, contendo o
gene de interesse, se integrou ao genoma da levedura. Por outro lado, quando varias copias se
integraram, como no caso dos clones selecionados neste trabalho, o fendtipo Mut® apresentou
maior expressdo. Esses dados sdo idénticos aos obtidos por Clare et al. (1991a) para a
expressdo do fragmento C da toxina tetanica. Estes autores também observaram producéo
levemente maior para os clones Mut™ com integracdo de uma copia do cassete de expressio, e

para clones Mut® com integragdo de mdltiplas cépias.
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Figura 18 - Leveduras Pichia pastoris KM71H transformadas com os plasmideos pPIChLep (A e C) e
pGAPbLep (B e D)

A

Placas A e B apresentam 100 pg/mL de zeocina. Placas C e D apresentam 500 pg/mL de zeocina

Doze colbnias de cada placa de 500 pg/mL de zeocina foram selecionadas para a
andlise da presenca do inserto por PCR de col6nia, utilizando o par de primers dos vetores
(fator o ¢ AOX 3°), e todas as col6nias foram consideradas recombinantes, apresentando

bandas de aproximadamente 640 pb no gel de agarose (Figura 19).
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, mostrando a PCR de col6nia de
leveduras Pichia pastoris cepa KM71H transformadas com os plasmideos pPICbLep (em cima) e
pGAPbLep (embaixo)
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5.2.2 Expresséo de leptina recombinante bovina em pequena escala

A secrecdo das proteinas recombinantes no meio de cultura apresenta indmeras
vantagens sobre a producdo citossélica. Por exemplo, o aminoacido N-terminal do produto
secretado pode ser idéntico ao da proteina nativa, apés a clivagem da sequéncia sinal por uma
peptidase especifica (WHITE et al., 1994; SBERNA et al., 1996).

A otimizacdo da producdo de proteinas heterélogas em P. pastoris normalmente
envolve o isolamento de um clone com integracao de varias copias do gene de interesse, apos
a transformacdo, o que normalmente leva a um maior nivel de expressdo (CLARE et al.,
1991a,b; WERTEN et al.,, 1999; VASSILEVA et al., 2001). Tendo isso em vista,
selecionamos os clones que cresceram nas placas YEPD contendo a maior concentracdo de

zeocina (500 pg/mL), para a anélise de expressao em pequena-escala.



87

Nos clones KM71H-pPICbLep, a leptina recombinante foi produzida durante a fase de
inducdo com metanol, enquanto nos clones KM71H-pGAPbLep a leptina foi produzida de
forma constitutiva.

Os clones transformados com o plasmideo pPICbLep ndo expressaram a leptina
recombinante bovina no meio de cultura, evidenciado pela auséncia de banda no gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

A anélise em SDS-PAGE dos clones transformados com o plasmideo pGAPbLep,
mostrou presenca de proteina de aproximadamente 35 kDa (Figura 20), para os clones 2, 3, 4,
5, 7, 11 e 19. Esta proteina ndo estava presente nos controles positivo e negativo. O controle
positivo apresentou uma banda forte entre 20 e 30 kDa, referente a endoglucanase 3.

A molécula da leptina apresenta cerca de 16 kDa (ZHANG et al., 1994) e, como a
adicdo da cauda de poli-histidina adiciona cerca de 1 kDa, o tamanho esperado da bLeptina
era de cerca de 17 kDa. Porém o gel mostrou expressdo de uma molécula com praticamente o
dobro desse tamanho (~ 35 kDa). Possivelmente esse fato ocorreu devido a dimerizacdo da

bLeptina.
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Figura 20 - Analise em SDS-PAGE 15% da expressdao em pequena escala de bLeptina em transformantes de
Pichia pastoris (pGAPbLep)
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M) Marcador de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); 1) Controle positivo (Endonuclease 3); 1-23)
Col6nias recombinantes; 24) Controle negativo

A dimerizagdo da leptina recombinante, produzida em E. coli, ja foi relatada em

diversos trabalhos, durante o redobramento in vitro da molécula, na purificacdo a partir dos
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corpos de inclusdo. Por exemplo, Gertler et al. (1998) relataram 10% de formac&o de dimeros
de leptina recombinante ovina. Jeong e Lee (1999) obtiveram pequena quantidade de dimeros
de leptina recombinante humana, evidenciados por uma banda de aproximadamente 32 kDa
no SDS-PAGE. Raver et al. (2000), preparando leptina recombinante bovina e porcina,
obervaram a presenca apenas de mondmeros na leptina porcina, enquanto que na bovina,
houve 5% de dimeros. Os dimeros apresentavam bandas de cerca de 32 kDa no SDS-PAGE,
que caiam para 15 a 16 kDa quando a analise era feita em condi¢des redutoras, compativel
com a leptina monomérica. O mesmo foi relatado por Yacobovitz et al. (2008), que
observaram bandas de aproximadamente 30 kDa no SDS-PAGE de dimeros de leptina de
baiacu, as quais passavam para cerca de 15 kDa, em condicdes redutoras.

O exato mecanismo de dimerizacdo da leptina ainda ndo é conhecido, mas Li et al.
(2009), analisando dimeros de leptina humana com aproximadamente 35 kDa, concluiram que
as moléculas eram unidas por uma ponte dissulfeto intermolecular, principalmente entre os
residuos de cisteina Cys146 de cada molécula. Essa ponte intermolecular provavelmente
alterou a conformacédo da alca CD da molécula de leptina (Figura 2), determinando a baixa
capacidade de ligacdo relatada entre o dimero e o receptor de leptina (15%, comparando com
a molécula monomérica). N&o ha relatos da ocorréncia de dimeros de leptina na circulagéo ou
no tecido adiposo, uma vez que possiveis problemas de dobramento, com alteracéo estrutural
das proteinas, podem ser corrigidos por chaperonas (LIBEREK et al., 2008) ou dissulfeto
isomerases (TANG et al., 1990), ou ainda, essas moléculas alteradas podem ser degradadas
rapidamente nas células (TAI et al., 2008).

Apesar de ndo haver estudos sobre a dimerizacdo da leptina recombinante produzida
em Pichia, o padrdo de migracdo no SDS-PAGE da molécula dimerizada produzida em E.
coli, relatado na literatura, é condizente com o observado nesse trabalho, apresentando bandas
com aproximadamente o dobro do tamanho da molécula monomérica. Laborde et al. (2004),
que expressaram leptina recombinante ovina em P. pastoris, ndo citam a presenca de dimeros,
entretanto, desde o inicio, a analise em SDS-PAGE foi realizada sob condiges redutoras.

Ao contrario desse trabalho, Laborde et al. (2004) obtiveram sucesso em expressar
leptina recombinante ovina em leveduras Pichia pastoris, sob controle do promotor do gene
AOX1 e, portanto, utilizando metanol como indutor. Entretanto, os autores observaram
degradacdo da olLeptina produzida, evidenciada no gel SDS-PAGE pela presenca de duas
bandas: uma de 16 kDa, referente a leptina integra, e uma de 13 kDa, referente a leptina
degradada. Os autores observaram ainda que a protedlise comegou no inicio da fase de “fed-

batch” da inducgdo, alcancando cerca de 37 a 45% de degradacéo ao final.
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A protedlise pode ocorrer pela liberacdo de proteases endocelulares no meio de
cultura, apds a lise das células. Vérias proteases ja foram identificadas em P. pastoris, como
KEX1, KEX2, proteinase A, proteinase B e carboxipeptidase Y, por exemplo (LABORDE et
al., 2004). Existem varias estratégias para tentar reduzir a ocorréncia de proteolise durante a
producdo de proteinas recombinantes, como modificagdo no pH do meio de cultura (SCORER
et al., 1993; WERTEN et al., 1999), suplementacdo do meio com elementos ricos em
aminoacidos (casaminoacidos ou peptonas) (CLARE et al., 1991b) ou uso de cepas
deficientes em proteases (CREGG et al., 1993).

No trabalho citado acima, de Laborde et al. (2004), a protedlise da olLeptina foi
reduzida para 5% quando o pH do meio foi reduzido de 4,9 para 3,2. Por outro lado, Clare et
al. (1991b) observaram que a prote6lise do fator de crescimento epidermal de camundongos
produzida em P. pastoris foi inibida com o tamponamento do meio em pH 6,0 e adi¢cdo de 1%
de casaminoécidos. De acordo com Kobayashi et al. (2000), houve répida degradacdo da
soroalbumina humana produzida em P. pastoris sob controle do promotor do gene AOX1,
sendo que a adi¢cdo de aménia e acido fosférico no meio preveniu a ocorréncia de proteolise,
enquanto a reducdo do pH do meio de 5,9 para 4,3 aumentou a atividade das proteases e a
taxa de degradacdo da proteina de interesse. Assim, percebe-se que as condi¢Bes de cultura
durante a inducdo da expressdo devem ser otimizadas de acordo com a proteina que se deseja
produzir.

Ja em outro estudo, realizado por Henry et al. (1997), duas cepas de P. pastoris foram
utilizadas, sendo uma produtora de proteases (GS115) e a outra deficiente em proteases (SMD
1163), para a expressdo de proteina precursora de amiloide humana. Os autores ndo
observaram diferenca no nivel de degradacdo das proteinas produzidas de acordo com a cepa
utilizada.

A producdo de leptina recombinante em sistemas heterélogos envolve um importante
estresse celular, com distlrbios de metabolismo levando a uma queda drastica na taxa de
crescimento celular e na geracdo de biomassa (LABORDE et al., 2004). Sabe-se que a
superexpressdo de proteinas heterdlogas desvia uma parte substancial do metabolismo celular
(sobrecarga metabolica), o que resulta em desaceleracdo do crescimento celular (BENTLEY
et al., 1990). Laborde et al. (2004) observaram que apenas 70% da populacéo celular foi capaz
de crescer durante a inducdo, sendo que os outros 30% representaram células incapazes de
crescer ou mortas. A morte celular ocorreu principalmente durante as Gltimas 20 horas de

indugdo, passando rapidamente de 8% para cerca de 17%. Esse resultado € semelhante ao
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observado por Hohenblum et al. (2002) para a expressdo de tripsinogénio humano em P.
pastoris ¢ por Lin et al. (2001) para a producédo de a-glicosidase humana em bactérias E. coli.

O efeito da expressdo de proteinas heter6logas em perturbar o metabolismo celular
ocorre em varios niveis, como replicacdo cromossémica, transcri¢do, traducdo, metabolismo
do carbono e respiracdo (NEUBAUER; WINTER, 2001). A traducédo é afetada ndo somente
em seu inicio, mas também na velocidade da elongacao, que é muito influenciada pelo codon
usage (SORENSEN; PEDERSEN, 1991). Virus, células procaritticas e células eucaridticas
usam os diferentes codons em frequéncias diferentes. A expressdo de uma proteina heteréloga
por um organismo diferente do natural pode envolver uma alta utilizacdo de codons raramente
utilizados por tal organismo. A presenca desses codons raros no mRNA leva a inibi¢do do
crescimento celular e a morte celular, uma vez que outros MRNAs da célula competem pelo
mesmo tRNA. Assim, a sintese dessas proteinas é blogueada pelo alto numero de cédons
raros no MRNA (ZAHN et al., 1996).

O fato de cepa utilizada nesse trabalho, KM71H, ser produtora de protease, aliado a
toxicidade do metanol as leveduras (BAWA; DARBY, 2012; SANTOSO et al., 2012), podem
ter contribuido para a ndo expressdo da bLeptina pelos clones contendo o plasmideo
pPICbLep. A concentragdo da proteina heter6loga no meio de cultura depende da biomassa de
células, sendo que dificuldades em aumentar a producdo de biomassa durante a fase de
inducdo, pode prejudicar a expressao da proteina de interesse (LABORDE et al., 2004).

Com relacdo ao numero de copias do gene de interesse integradas ao genoma da
levedura, Vassileva et al. (2001) expressaram o antigeno de superficie da hepatite B em P,
pastoris, utilizando o promotor do gene GAP, e observaram que o nivel de expressdo maxima
em construgdes contendo apenas uma cépia integrada do gene de interesse ocorreu apos 6 dias
de cultura. Os autores observaram também que a integracdo de cdpias multiplas do gene de
interesse, aumentou a producdo da proteina através de uma correlacdo direta entre nimero de
copias integradas e nivel de producdo. O mesmo foi obervado por Mansur et al. (2005), com a
expressdo de precursor de insulina sob controle do promotor do gene AOX1 e utilizando a
sequéncia sinal de secrecdo do fator a.

Um outro fator que pode ter contribuido para o aumento na banda observada no SDS-
PAGE (Figura 20), pode ter sido a superglicosilagdo da proteina recombinante, alterando a
massa total da proteina e seu padrdo de migracdo no SDS-PAGE. Entretanto, alguns fatos
falam contra essa suposi¢do. Apesar de a Pichia normalmente glicosilar as proteinas
recombinantes, principalmente através de N-glicosilacdo, o padrdo de glicosilagdo observado

em P. pastoris & mais proximo do padrdo normalmente encontrado em mamiferos,
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comparando com o observado em S. cerevisiae (LI et al,. 2007). Da mesma forma, a Pichia
ndo apresenta tendéncia de superglicosilar as proteinas, adicionando cadeias de
oligossacarideos com cerca de 8 a 14 residuos de manose, enquanto o Saccharomyces pode
adicionar de 40 a 150 manoses (TRIMBLE et al., 1991). Entretanto, a tendéncia da Pichia de
superglicosilar ou ndo uma determinada proteina, depende da proteina em questdo (LI et al.,
2007). Nesse trabalho, a sequéncia de amino&cidos da leptina bovina foi analisada quanto a
sua tendéncia a glicosilacéo pelos programas NetNGlyc 1.0
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) e NetOGlyc 4.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc),

ndo sendo observado potencial para a ocorréncia de N-glicosilagdo e apresentando um
poetencial muito baixo para O-glicosilagéo.

Em resumo, as leveduras transformadas com o plasmideo pPICbLep ndo expressaram
a bLeptina ap6s 144 horas de inducdo na presenca de metanol. Ja as leveduras transformadas
com o plasmideo pGAPbLep expressaram, de forma constitutiva, uma proteina com o dobro
do tamanho esperado para a bLeptina, o que provavelmente indica a ocorréncia de

dimerizacdo da molécula da bLeptina.


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc
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6 CONCLUSOES

A administracdo de leptina recombinante ovina, na dose de 4,8 pug/kg PV duas vezes
ao dia aumentou, de forma transitoria, a concentracdo sérica de leptina de novilhas zebuinas
recebendo dieta de baixa energia, o que provavelmente deveu-se ao fato de o tratamento com
leptina ter reduzido a expressdo do gene da leptina no tecido adiposo, 0 que sugere a
existéncia de um mecanismo de feedback em bovinos.

A regido codificadora da leptina bovina foi clonada nos vetores pPICZaA e
pGAPZaA, e leveduras Pichia pastoris KM71H foram transformadas com sucesso, gerando
grande namero de colénias recombinantes, o que foi confirmado pelo sequenciamento.

As colbnias pPICbLep, cuja expressdo da bLeptina necessita da presenca do indutor
metanol, ndo expressaram a proteina recombinante no meio de cultura, provavelmente devido
a ocorréncia de protedlise, em decorréncia da liberacdo de proteases vacuolares no meio, apos
a lise celular, uma vez que o processo de expressao heter6loga causa grande estresse celular e
gue o metanol apresenta toxicidade as leveduras.

As coldnias pGAPbLep expressaram uma proteina de cerca de 35 kDa, praticamente o
dobro do tamanho esperado para a leptina bovina (cerca de 17 kDa), o que provavelmente
indica a ocorréncia de dimerizacdo dessas moléculas. Uma suposicdo menos provavel seria a

ocorréncia de superglicosilagéo.

6.1 IMPLICACOES

O desenvolvimento de um sistema de expressao de leptina recombinante bovina em
larga escala, baseado em leveduras Pichia pastoris, permitindo sua utilizagdo para pesquisas
sobre o papel da leptina na reproducdo de animais de grande porte, como o0s bovinos, ainda
estd engatinhando, visto o numero infimo de artigos publicados. A partir desse trabalho,
sugere-se que um ponto importante para pesquisas futuras seria 0 estudo da ocorréncia e do
mecanismo da dimerizacdo da leptina recombinante em P. pastoris, e seu possivel impacto na

atividade biolégica da molécula.
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