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RESUMO
INTRODUCAO: A activina A é proteina com grande potencial biotecnologico, podendo ser
utilizada em diversas 4reas, sendo sua producdo recombinante extremamente benéfica.
OBJETIVO: Neste projeto foi analisado a extensdo do periodo de inducdo da expressdo de
activina A associada ao uso de sorbitol em Komagataella phaffi. METODOS: Foi usada uma
cepa recombinante de K. phaffii para expressar a proteina sob o controle do promotor AOX1.
As células foram pré-cultivadas em meio YPD e transferidas para meio BSM. Durante a fase
de indugdo, que variou de 48 a 96 horas, sorbitol (100 g/L) foi adicionado. A presenca da
activina A na amostra foi confirmada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida e
coloragdo por prata. Ademais, a proteina foi quantificada utilizando o método de Bradford.
CONCLUSAO: A extensdo do periodo de indugdo com sorbitol foi positiva, gerando um
aumento na producdo de 55% comparado ao controle. Desse modo, o sorbitol surge como um

agente importante no aumento da produtividade das proteinas recombinantes.
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INTRODUCAO

A activina A (actA) desencadeia uma série de eventos bioldgicos fundamentais, incluindo a
regulacdo do ciclo celular, do sistema imunolégico e regeneragdo tecidual, o que a torna alvo
importante na pesquisa cientifica para desenvolver terapias e diagnosticos inovadores (Bloise

et al.,2019; Ries et al., 2020; Wong et al., 2022; Barber et al., 2023).

No entanto, sua obtencdo ¢ complexa e cara, pois ¢ produzida naturalmente em células
especificas, exigindo técnicas de isolamento de tecidos, o que dificulta sua investigagdo

(Hajihassan et al., 2021). A producao de proteinas recombinantes (PR) oferece alternativa



promissora, permitindo produ¢do consistente em larga escala, garantindo qualidade e eficécia.
Além disso, sua purificacdo € mais simples, o que diminui a presenca de impurezas

comparadas as produzidas a partir de fontes naturais (Jefferis, 2021; Pollet ef al., 2021).

A levedura Komagataella phaffi ¢ uma hospedeira ideal para a producao de PR devido a sua
capacidade de crescer até altas densidades, secretar proteinas dobradas e funcionais e seu
promotor AOX1 (4lcool oxidase I), induzido por metanol (Yamada et al., 1995; Wollborn et
al., 2022). Apesar disso, desafios como regulacdo inadequada da expressdo génica,
instabilidade da proteina e baixo rendimento de produgdo permanecem, sendo necessaria a
otimiza¢do das condi¢des de cultivo (Tiirkanoglu Ozgelik et al., 2019; Bustos et al., 2022;
Brabander et al., 2023).

Uma proposta interessante € o uso de sorbitol, fonte de carbono pouco redutora e nao
repressiva para o promotor AOXI1, como co-substrato. A alimentacdo mista de
sorbitol/metanol leva a reducdo do consumo de oxigénio e da produgado de calor, beneficiando
o crescimento de biomassa e a produtividade proteica (Azadi et al., 2017, 2018; Chen et al.,
2018; Wang et al., 2019; Liu et al., 2022, 2023). Isso também abre a possibilidade de estender
o periodo de inducao, que normalmente nao € vantajoso, pois apos certo tempo de indugdo,
devido a presenca de proteases liberadas pelas leveduras, ha maior taxa de degradag¢do da
proteina de interesse do que de sua expressdo, com o sorbitol a levedura pode utilizar a fonte
ndo repressora para crescimento de biomassa, enquanto secreta a PR pela indu¢do com
metanol, permitindo estender o processo sem afetar negativamente a produ¢do, ja que com

mais biomassa havera maior producao, que pode superar a taxa de degradacao.

No entanto, cada proteina apresenta desafios especificos em relagdo a expressdo, tornando
crucial o desenvolvimento de estratégias personalizadas de bioprocessamento (Contesini et

al., 2020; Gordeeva et al., 2022; Besleaga et al., 2023).

Tendo isso em vista, este projeto concentrou-se na avaliacdo da expressdo da actA em
protocolo modificado, utilizando sorbitol durante um periodo de indu¢do estendido. Se
investigou como a modificacdo das condi¢gdes de indugdo influenciam a produgdo da actA,

proteina de interesse devido a multiplas fungdes bioldgicas e aplicagdes terapéuticas.



METODOLOGIA
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Figura 1: procedimentos do experimento. Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

Cultivo das células de K. phaffii transformadas: O procedimento de cultivo e fermentagdo
segue o protocolo “EasySelect™Pichia Expression Kit” estabelecido pela Thermo Fisher
Scientific, com modifica¢des (Figura 1). Os clones (cAct) capazes de expressar a actA, de
propriedade da Proteobras Desenvolvimento Biotecnologico Ltda., foram fornecidos em
parceria pela empresa. O meio s6lido YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%
e agar 3%) foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 120 °C e 20 mL foram vertidos em

placas de Petri, que foram estriadas com 20 pL do cAct e incubadas a 30°C por 48 horas.

Fermentacdo e expressao da actA: O meio liquido BSM (basal salts medium) foi esterilizado
em autoclave por 20 minutos a 120 °C e, apos o resfriamento, foi feita a transferéncia dos
cAct para do YPD para BSM (5 placas para 300 mL), suplementado com de solugdo de
minerais tragos (PTMI1, 4,35 mL/L). Os cAct foram cultivados sob agitacdo a 250xg e 30°C
por 48 horas. Apds isso foi feita a inducdo a cada 12 horas com adi¢do de metanol (0,5%) e
PTMI1 (12 mL por litro de metanol), bem como sorbitol (100g/L, definido com base em
experimentos anteriores) uma vez ao dia entre as indugdes. O periodo de indugdo variou entre
os grupos: Grupo 1: 48 horas (padrdo); Grupo 2: 72h e Grupo 3: 96h. Todo o processo da
adicao de solugdes foi feito em capela de fluxo laminar com materiais esterilizados com
alcool 70% e luz ultravioleta (20 minutos). Ao final do processo, o fermentado foi submetido
a centrifugacdo por 20 minutos a 4.000xg para separacdo das células e, ao final do ciclo,
retirou-se o sobrenadante, que foi transferido para filtros de ultracentrifugacdo (Amicon®) de

10 kDa, para concentracao e didlise com tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,0.

Analises: O material foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE), em escala analitica, na concentragdo de 12,5%, para identifica¢do da actA feita
por comparacao de seu fator de migragdo com os de proteinas padrdo de massas conhecidas.

A quantificagdo do contetido proteico foi realizada pelo método de Bradford, baseado na
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ligacdo do corante, coomassie brilliant blue (G-250), & amostra de proteina, e na comparagao
desta ligacdo com uma curva padrio gerada pela reagdo de quantidades conhecidas da
proteina padrao, albumina sérica bovina (Bradford, 1976). O experimento foi realizado em

duplicata, a fim de se obter valores médios de maior precisao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementagdo sorbitol/metanol foi positiva em na expressdao da actA em K. Phaffii (figura
2), especialmente na estratégia de inducdo estendida. Foi feita a adi¢do de sorbitol em um
grupo na concentragdo 100 (g/L) e observado sua expressao em comparacao ao controle em 3

estratégias de indugdo (48, 72 ¢ 96 horas).
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Figura 2- Produgdo de activina A (ng/uL) ao longo do periodo de indugdo estendido (de 24 a 96h). Um dos
grupos recebeu suplementagdo com sorbitol (100 g/L). Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

A inducdo por 72 horas suplementada por sorbitol 100 g/L. foi a mais eficiente, visto que
gerou aumento aproximado de 55% comparado a maior expressdo obtida no grupo controle
(48h), além disso, ela também € superior a expressao obtida com a suplementacao de sorbitol
as 48 horas em cerca de 8,5%, mostrando que a extensdo do periodo de indugdo foi positiva
na otimizagao do processo. Essa relagao positiva ndo é observada no grupo controle devido a
fatores como consumo de oxigénio e producdo de calor (Ali et. al, 2019) e principalmente a
degradacao da actA pelas proteases liberadas pela K.phaffii. A melhora do processo com a
utilizagdo do sorbitol revela que os problemas envolvendo a oxidagdo do metanol podem ser

atenuados, o que potencializou a produgdo de actA recombinante.



Na literatura, podemos encontrar estudos que demonstram a a¢do do sorbitol, como o da
equipe de Azadi (2017), que demonstrou resultados significativos com sorbitol 60 g/L,
atingindo aumento de 99,4%. Ja o estudo da equipe de Chen (2017) alcangou aumento de
80,9% na producdo do precursor de insulina suina com sorbitol 50 g/L. Na estratégia relatada
por Celik e colaboradores (2009), utilizando sorbitol 50 g/L, houve aumento de 62,5% na
produ¢do de hormoénio de crescimento humano recombinante. Outros estudos ja alcangaram
taxas melhores utilizando concentragdes mais baixas, como o da equipe de Li (2013) que

alcangou 101% na producao de B-galactosidase derivada de metagenoma com sorbitol 20 g/L.

Essa variacdo se da por diversos fatores, como variagdes de clones, linhagens e caracteristicas
da proteina de interesse (Contesini et al., 2020; Gordeeva et al., 2022; Offei et al., 2022).
Bem como as estratégias de co-alimentagdo, incluindo o momento da adi¢do de sorbitol,
também podem afetar significativamente os resultados (Garcia Ortega ef al., 2019; Brabander
et al., 2023). Essa variagdo de estratégias ocorre, em parte, pois a descrigdo detalhada sobre a

alimentac¢do de sorbitol na fermentagdo ¢ escassa na literatura.

Além disso, o equipamento de cultivo é fator crucial. Biorreatores e frascos oferecem
diferentes niveis de controle sobre as condi¢cdes do ambiente. Os experimentos em frascos
podem ser mais sensiveis as variagcoes nas condi¢cdes ambientais, tornando o desenvolvimento
de estratégias de otimiza¢do ainda mais vital. A maior parte da literatura disponivel ¢ voltada
ao uso de biorreatores, sendo que entre os estudos citados anteriormente apenas o de Li e
colaboradores (2013) detalha a co-alimentagdo na fermentagdo em frascos. Compreender
essas variagdes e adequar o experimento a elas € essencial para maximizar a produtividade do

sistema de expressao de proteina e garantir a qualidade do produto final.
CONSIDERACOES FINAIS

O uso de sorbitol mostra-se uma estratégia eficaz na producao de actA recombinante, sendo a
extensdo do periodo de inducdo por 72 horas uma abordagem promissora. A producdo de
actA suplementada com sorbitol foi superior ao controle em todos os periodos, sendo que
periodo com maior otimizagdo da produgdo foi o de 72 horas, em 55%. Os dados obtidos
destacam a importancia de realizar experimentos de otimizac¢do para garantir a maximizagao

da produtividade, tornando estudos relacionados a actA mais viaveis.
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