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“As dores e esperancas de nosso tempo dependem, sem divida
das causas materiais, dos fatores econbmicos e técnicos que
desempenham papel essencia no movimento da histéria humang;
mas ainda mais profundamente dependem das idéias, do drama em
que o espirito esta engajado, das forgas invisiveis que nascem e se
desenvolvem em nossa inteligéncia e em nosso coragdo: porque a
histéria ndo € um desenrolar mecanico de acontecimentos no meio
do qual o homem estaria simplesmente situado como um estranho;
a histéria humana € hiumana na sua substancia; € a historia de nosso
proprio ser, dessa carne miserével, submetida a todo o senhorio da
natureza e de sua propria fragueza, mas assim mesmo habituada e
informada por um espirito, que Ihe confere o terrivel privilégio da
liberdade. Nada, pois, € mais importante do que tudo o gque ocorre
dentro do universo invisivel, que é o espirito do homem. Ora, aluz
desse universo é o conhecimento. De onde se conclui que uma das
condi¢cbes exigidas para 0 homem, ou para o advento de uma
civilizacdo, € a volta as fontes auténticas do conhecimento: para
sabermos o que é o conhecimento, qual € o valor, quais s80 0S seus
graus, e como pode ele assegurar a unidade interior do ser
humano.”

(Jacques Maritain, Raiso et Raisons, EQIOff, Paris, 1947)



RESUMO

A activina A é uma proteina dimérica, constituida por duas subunidades B-A de inibina,
ligadas por pontes dissulfeto. Pertencente a superfamilia dos fatores de crescimento de
transformacéo beta (TGF-B), a activina A desempenha um papel crucial na reproducéo,
atuando na expressao de gonadotropinas, hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), bem como no desenvolvimento e maturacdo dos foliculos ovarianos. Em
mamiferos o FSH é o responsavel primario pela regulacdo dos processos de crescimento e
desenvolvimento folicular. A activina A constitui o principa estimulo a sintese de FSH, pois
possui a habilidade de ativar a transcricdo génica através do promotor da cadeia beta deste
hormonio. Via expressdo de FSH, a activina A contribui para o aumento da expresséo de LH.
Além da expressdo de gonadotropinas, a activina A atua diretamente na foliculogénese,
agindo como um mitdgeno e um regulador local da esteroidogénese, promovendo rapida
proliferacdo, crescimento, diferenciagdo, maturacdo folicular e ovulagdo prematura. Neste
estudo, propde-se colaborar com um projeto de reproducdo, que ameja produzir uma
composi¢cdo de hormdnios recombinantes que apresentem funcdes sinérgicas no processo de
superovulagdo de mamiferos. Esta combinagdo seria composta de FSH e activina A (que
potencializa o efeito de FSH). Com este intuito, neste trabalho, a activina A humana
recombinante foi expressa pela primeira vez em Pichia pastoris, um promissor sistema
eucarioto de expressdo. Como sistema fermentador, foi utilizado a tecnologia de biorreatores
e para concentracdo da proteina empregou-se o sistema hollow-fiber. A proteinafoi purificada
por cromatografia liquida de filtragdo em BioGel P-30, em sistema FPLC. A atividade
biologica da proteina bruta e purificada foram avaliadas em sete grupos de ratas Wistar no
estagio da peripuberdade, em diferentes dosagens para cada grupo tratado, durante trés dias de
tratamento. Entre grupos tratados e controles, ao todo 86 ratas foram avaliadas. O peso
relativo do ovario, determinado em funcéo do peso corporal, para os grupos tratados, foram
comparados aos respectivos controles Em todos os grupos tratados foram observados
aumento significativo da massa ovariana em relacéo ao seu controle, indicando que a activina
A humana recombinante produzida estd ativa, pois gerou resposta bhiologica no
desenvolvimento e maturacdo dos foliculos ovarianos como confirmado por andlise
histolégica Na andlise histoldgica dos ovérios tratados foi observado a presenca de corpos
|Gteos, indicativo de que ocorreu ovulacdo prematura destes foliculos. Nos controles,
nenhuma ovulacdo foi observada. Em conclusdo, um novo método para produzir uma proteina
recombinante foi estabelecido. A proteina produzida apresentouse biologicamente ativa
Pichia pastoris constitui um excelente sistema para expressar a activina A humana
recombinante.

Palavras-chave: activina A humanarecombinante - Pichia pastoris - reproducdo — FSH.



ABSTRACT

Activin A is a dimeric protein, composed of two B-A subunits, linked by disulfide bond.
Belonging to the super family of the transforming growth factor-p (TGF-B), activin A plays
crucial role in the expression of gonadotropins as the follicle-stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH), as well as in the development and maturation of the ovarian
follicles. In mammalian, FSH is the primary responsible for the regulation of the growth
processes and follicular development. The activin is the main FSH synthesis stimulator, since
it is able to activate the gene transcription through the promoter of the beta chain of this
hormone. By expression of FSH, activin contributes to the increase of the LH expression
levels. In addition to the expression of gonadotropins, activin A act directly upon
folliculogenesis as a mitogen and a local regulator of esteroidogenesis, promoting fast
proliferation, growth, differentiation, maturation of follicle and premature ovulation. In this
study the recombinant human activin A has being expressed for the first time in cells of
Pichia pastoris, a promising eukaryotic system of expression. It was used the technology of
bioreactors and for separation of the cells and protein the hollow-fiber system. The protein
was purified by liguid chromatography of gel filtration in Biogel P-30, in FPLC system. The
biological activity of the crude product and purified protein was evaluated in seven groups of
Wistar rats in peripubertal stage, with different doses during three days of treatment. As a
control, it was injected equal volume of saline solution (NaCl 0.9%). Eight-six rats were used
in this study. The relative ovarian mass was determined as ovarian mass/body weight mass
ratio. In all the treated groups it was observed significant increase of the relative ovarian mass
when compared to the controls, indicating that the human recombinant activin A is ective. In
the histological analysis of the treated ovaries it was observed the presence of luteo bodies,
indicative that premature ovulation occurred. In the controls, no ovulaion was observed. The
histological analysis supplied a new evidence for the activity of the recombinant protein. In
conclusion, a new method to produce a recombinant activin A was established. The protein
presented biologically active. Pichia pastoris constitutes an excellent system to express
human activin A.

Keywords: human recombinant activin-A - Pichia pastoris — reproduction — FSH.
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1 INTRODUCAO

Em mamiferos o controle da funcdo gonadal é exercido predominantemente através de
hormbnios gonadotropicos, secretados pela adeno-hipofise. Estes incluem as duas
glicoproteinas denominadas hormonio foliculo-estimulante (FSH) e hormondnio |uteinizante
(LH). O FSH é o responsavel primario pela regulacdo dos processos de crescimento e
desenvolvimento de células germinativas (BICHET, 1997; GAJEWSKA e cols., 2002).

A sintese, secrecdo e agdo do horménio foliculo-estimulante (FSH) sdo cruciais para
as fungdes reprodutivas (ABEL e cols., 2000; DIERICH e cols., 1998; KUMAR e cols.,
1997; KUMAR e cols., 2003; LAYMAN E MCDONOUGH, 2000; THEMEN E
HUHTANIEMI, 2000; GAJEWSKA e cols., 2002). A producdo de FSH é regulada por uma
variedade de fatores neuroenddcrinos, intra-pituitarios e gonédicos. Contudo, o0s
estimuladores mais potentes a sintese de FSH sdo conferidos as activinas (BARATTA e cols.,
2001; BILEZIKJAN e cols., 2004; PANKAJ e cols., 2006; ROBERTS e cols., 1989;
WOODRUFF ¢ cols., 1998).

1.1 ACTIVINAS

Activinas ou ativinas sdo proteinas diméricas, inicialmente isoladas do fluido folicular
gonadico em trés diferentes isoformas (LING e cols., 1986; NAKAMURA e cols., 1992,
VALE e cols., 1986; RIVIER e cols.,, 1985). Cada isoforma € constituida por duas
subunidades beta de inibina (figura 1) ligadas por uma ponte dissulfeto e possuem peso
molecular de aproximadamente 21 a 28 kDa o dimero e 13 kDa por monémero (BURGER e
cols., 2004; GREGORY e cols., 2005; LING e cols., 1986). De acordo com a dimerizagéo,
sdo classificadas como activina A (BA-BA), activina AB (BA-BB) e activina B (pB-pB)
(BURGER e cols., 1988; KNIGHT E GLISTER, 2003; SCHWALL e cols., 1999; VALE e
cols., 1986).

Novos membros da activina foram descritos, activinas fC, BD e BE (FANG e cols.,
1996; H TTEN e cols., 1995; LAU e cols., 2000; MELLOR e cols., 2000; ODA e cols., 1995).
As activinas possuem o peso molecular de aproximadamente de 21 a 28 kDa para o dimero e
13 kDa cada monémero. Todos os membros fazem parte da superfamilia dos fatores de
transformac&o do crescimento-f (TGF), e representam um grupo de fatores com estrutura e
fungdes similares, que regulam a proliferacdo e fungdo da maioria das células dos vertebrados.

De acordo com suas caracteristicas estruturais os membros foram classificados em
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subfamilias. Mais de 35 membros TGF-$ j& foram identificados em vertebrados (KNIGHT E
GLISTER, 2006; LIN e cols., 2003; LIN e cols., 2006; LING, 1986; MASSAGUE, 1994;
MASSAGUE, 1998; MCPHERRON e cols., 1993; MUTTUKRISHNA e cols., 2004).

Desde a identificacdo da activina até os dias atuais, diversas linhas de pesguisas
demonstram que a activina ndo € sintetizada apenas nas génadas, mas também em outros
tecidos e fluidos biol 6gicos e possui larga escala de expressao incluindo hipotdlamo, glandula
pituitéria, adrenal e placenta (LUISI e cols., 2001; ROBERTS e cols., 1992).

Subunidade « Subunidade A Subunidade BB
prepro oM o pre pro A pre pro B
L ] 1 | (L1 |

] ] []

Inibina & InibinaB Ativinag A Ativing AR Ativina B

T 6 0606

[epa] [epB] [papal [papB|

FE—EBE |

TREND S in Endocrinalogy & Wetabalism

Figura 1. Subunidades protéicas formadoras de inibinas e activinas. Adaptacéo de JONES e cols. (2002).

As activinas participam de numerosos processos fisioldgicos, tais como eritropoiese
(FINDLAY, 1993; MATHER e cols., 1992; WOODRUFF, 1998), diferenciacéo,
remodelagem celular e processos inflamatérios (MUNZ e cols.. 1999; JONES et al, 2001),
sobrevivéncia neural das células (SMITH e cols., 1990), diferenciacdo de células beta
pancredticas (ZANG e cols., 2002), regeneracdo de tecidos do figado (KOGURE e cols.,
2000), angiogénese (MAESHIMA e cols., 2004), morfogénese de 6rgdos glandulares (BALL
E RISBRIDGER, 2001), reparo do tecido de vérios 6rgdos (HUBNER e cols, 1999;
MAESHIMA e cols., 2001; WERNER E ALZHEIMER, 2006), inibicdo da proliferacéo
celular em vé&ios tecidos de humanos, incluindo células cancerigenas da mama
(KALKHOVEN e cols., 1995) e endotélio vascular (KOZIAN e cols., 1997), pluripoténcia e
diferenciacdo das células tronco (BEATTIE e cols., 2005), mecanismo de reparo, adesdo
celular, apoptose (LUISI e cols., 2001). A maior parte dos efeitos citados sdo exercidos pela
activina A, no entanto, a maior parte dos estudos relacionados a essa proteina, referem-se a

eventos reprodutivos. Nestes estudos séo empregados activina A humana recombinante, COMO


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Knight%20PG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.PubmedZJ_RVAbstractPlus2
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também sdo utilizados o fator de diferenciacdo do eritréide (EDF), que é um polipeptideo que
possui exatamente a mesma estrutura quimica da activina A, apresentando os mesmos efeitos
bioldgicos (DOI e cols., 1992). Em processos reprodutivos a activina A humana recombinante
desempenhaimportante papel na embriogénese, expressao de gonadotropinas e maturacdo de
foliculos ovarianos (DOI e cols., 1992; ERICKSON e cols., 1995; EITHER E FINDLAY,
2001; KISHI e cols., 1998; KNIGHT E GLISTER, 2006; LAMBA e cols., 2005; YOKQOTA e
cols, 1997; LI e cols, 1995; MATHEWS, 1994; RABINOVICI ¢ cols., 1990; SILVA e cols.,
2004; SUSZKO e cols., 2005 e 2003; WOODRUFF e cols, 1998). Estudos in vivo com
embrides de Xenopus laevis indicaram que a activina A é um forte indutor da mesoderme,
formagdo da linha central do corpo e organogénese do embrido (PIEPENBURG e cols.,
2004). A distribuicdo da activina A em espermatocitos, ovulos fertilizados ou ndo e em varios
orgdos durante a embriogénese sugerem importante acdo deste horménio durante o
desenvolvimento embrionério (VALE e cols, 1994).

Além da embriogénese, a activina A exerce muitos outros efeitos na reproducéo:
participa do controle, em nivel do hipotdlamo e ovério, da expressdo de diversos horménios
como 0 FSH e LH, e da maturacéo dos foliculos ovarianos (KISHI e cols., 1998; EITHER E
FINDLAY, 2001; SILVA e cols., 2004).

O FSH é uma glicoproteina heterodimeérica composta por duas cadeias denominadas
afa e beta, ligadas ndo covalentemente, sendo a cadeia beta responsavel por conferir a
molécula atividade bioldgica espécie-especifica. As cadeias sdo codificadas por genes
distintos, localizados em diferentes cromossomos. A meia-vida do FSH é muita curta e o nivel
de expressio dos seus receptores pequena (GAJEWSKA e cols., 2002). O promotor da cadeia
beta é regulado principalmente pela activina A (BURGER e cols., 2004; CARROL e cols.,
1991; GAJEWSKA e cols., 2002; GREGORY e cols., 2005; WEISS e cols., 1995). A
habilidade de ativar a transcricdo do gene de FSH- confere a activina um papel autécrino e
parécrino chave na funcdo do FSH (BARATTA e cols.; 2001; CARROLL e cols., 1989,
CORRIGAN e cols.; 1991; NAKAMURA e cols., 1993; ROBERTS e cols., 1989; WEISS ¢
cols., 1995).

Na fémea o FSH é essencial para a maturacéo folicular (LAMBA e cols., 2005). Os
foliculos sdo as unidades funcionais dos ovérios. Cada foliculo consiste em um odcito cercado
por uma ou mais camada de células sométicas. Para que seu potencial esteroidogénico e
ovulatorio sgja alcangado, os foliculos devem progredir com série prolongada e altamente
coordenada de estégios de desenvolvimento (figura 2). O crescimento folicular caracterizado

por mudangas morfoldgicas e desenvolvimento funcional é denominado foliculogénese
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(RICHARDS, 2002). O processo de foliculogénese comega com a formagdo do foliculo
primordial no ov&io e culmina com a luteinizacdo e ovulagdo ou atresia folicular
(HIRSHEIELD, 1991; HIRSHFIELD E MIDGLEY, 1978, HIRSHFIELD, 1985;
RICHARDS, 2002).

Figura 2. Foliculos ovarianos em diferentes fases de desenvolvimento. A- Foliculo primordial; B- Foliculo
primério; C, D- Foliculos secundarios (ou em crescimento); E- Foliculo terciario (ou de Graaf). 1. ovdcito
primério; 2. tecido conjuntivo do ovério; 3. células foliculares achatadas; 4. células foliculares clbicas; 5.
membrana pellcida; 6. granulosa; 7. envoltério externo do foliculo ou teca; 8. antro folicular; 9. teca externa;
10. tecaiinterna; 11. células do cumulus oophorus; 12. ovécito secundario. Universidade Sdo Paulo, 2007.

O FSH est4 envolvido no estimulo ao recrutamento, crescimento, atresia e ovulagéo de
foliculos ovarianos. Em foliculos primordiais, o ovacito é envolvido por uma Unica camada de
célula da granulosa, estacionadas na fase G, do ciclo celular. Sob estimulos especificos, estas
células deixardo este estado quiescente e iniciard0 uma fase de crescimento lento
(RICHARDS, 1980, RICHARDS e cols., 2002). Conforme estas células vao obtendo maior
exposicao e responsividade ao FSH, elas iniciam a producdo de estrogenos promovendo uma
rapida proliferacdo que resulta em foliculos pré-ovulatérios. Nesta fase, as células da
granulosa adquirem receptores para 0 LH que promovem mudangas na fungéo e estrutura
folicular provocando a saida do ciclo celular das células da granulosa que rapidamente
iniciam o processo de luteinizacdo (RICHARDS e cols., 2002, UILENBROEK E
RICHARDS, 1979).

Li e cols. (1995) mostraram que a activina da suporte & sobrevivéncia das células da
granulosa e a proliferacdo celular alem de manter, em cultura, os receptores de FSH
funcionando na auséncia deste.

A activina na presenca ou na auséncia de FSH, possui nas células da granulosa, acéo
autocrina, promovendo diferenciagdo durante os estagios pré-antrais da foliculogéncese e in

vitro, previne a luteinizacdo prematura dos foliculos antrais (FINDLAY, 1993). Sabe-se
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também que a activina aumenta 0 nimero de células produtoras de FSH em cultura de
hipofise anterior (KATAYAMA e cols., 1990).

Estudos com células ovarianas de ratos e bovinos constataram que a activina regula
diretamente os processos intraovarianos (HASEGAWA e cols., 1988; HUTCHINSOW e
cols., 1987; XIAO e cols., 1990; WOODRUFF ¢ cols., 1990; SHUKOVSKI E FINDLAY,
1990), agindo como um modulador local da esteroidogénese (LING e cols., 1986),
mitogénese (RABINOVICI, 1990) e proliferacdo das células da granulosa. Activina exerce
controle autécrino e parécrino no desenvolvimento folicular adiantado, promovendo o
crescimento, diferenciacdo e a maturacéo folicular, como também estimula a liberagdo do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo e o aumento expresséo de LH
induzida pela producéo de FSH e de progesterona (ETHIER E FINDLAY/, 2001; FINDLAY,
1993; MATHER e cols., 1997; MATHER e cols., 1992)

A atividade biol6gica da activina A pode ser mediada por receptores especificos da
superficie celular, conhecidos como receptores serinotreoninoquinases. Existem dois tipos de
receptores de activina (Figura 3) que formam o complexo funcional, denominados receptor
tipo | (ActRI) e tipo Il (ActRII). A ligacéo da activina se faz com o ActRII, provocando o
recrutamento e ativagcdo do ActRI. O ActRI ativado fosforila uma molécula sinalizadora da
familia Smad (Smad 2 ou Smad 3), que entdo interage com a Smad 4 e este complexo se
transoca para 0 nucleo, onde promove expressdo génica (ATTISANO e cols., 2001,
BERNARD e cols., 2001; BERNARD, 2004; JONES ¢ cols., 2002; KALKOHOVEN e cols.,
1995; LIN e cols., 2003). A familia Smad € um conjunto de moléculas responsaveis pela
sinalizacdo intracelular. Existem trés classes destas moléculas de transducdo: as R-Smad, que
s80 as moléculas ativadas pela subunidade RI do receptor, as Common Smad, ou mediadores
comuns que formam um complexo heteromérico com as R-smad e translocam para o nucleo
para ativar as respostas génicas especificas, e as Inhibitory Smad que sdo potentes inibidores
do sinal de activina (ATTISANO e cols., 2001; BERNARD e cols., 2001; GRAY e cols.,
2001; KNIGHT E GLISTER, 2006; MATHEWS, 1994; SUSZKO e cols., 2003; SUSZKO e
cols., 2005; TSUCHIDA e cols., 2001).

Ja foram identificados dois subtipos de receptores tipo 11 (ActRIIA e ActRIIB) e dois
subtipos de receptores tipo | (ActRIA ou ALK2-activin receptorlike kinase 2 e ActRIB ou
ALK4). Entretanto, o ActRIA estd mais associado a sinadizacdo das BMPs (bone
morphogenectic proteins) do horménio antimulleriano, indicando que o ActRIB € o principal
receptor tipo | envolvido no mecanismo de acédo da activina (JONES e cols., 2002; SUSZKO
e cols., 2003; SUSZKO e cols., 2005).
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Figura 3. Mecanismo de sinalizag8o celular das ativinas. NASCIMENTO, 2006.

A bioatividade da activina é neutralizada pela folistatina (HARRINGTON e cols.,
2006). Folistatina € uma glicoproteina produzida pelas células da granulosa e pituitarias. Esta
glicoproteina ligase com dta afinidade a activina, bloqueando sua interagdo com seus
receptores, gerando um complexo inativo. Desta forma a folistatina suprime a producéo de
FSH. Por um mecanismo similar a folistatina, a inibina antagoniza a activina também
suprimindo o FSH. Neste caso ha competicdo da inibina com activina A, pela interacdo com
0s seus receptores |1 (ActRIl). No entanto a afinidade da inibina ao receptor da activina é
baixa. Recentemente foi descoberto que a inibina ligase com alta afinidade ao receptor
betaglicano TGF-$ 11, facilitando a interagdo com o receptor tipo Il da activina. A inibina
regula a biodisponibilidade da activina (HARRINGTON e cols, 2006; LIN e cols., 2003;
BILEZIKJAN e cols., 2004; JONESe cols., 2002).

Os receptores da activina A que regulam atividade autécrina e parécrina da
foliculogénese estdo presentes no ovario e 0s seus nivels sdo reguladas durante o ciclo
ovariano (WOODRUFF e cols., 1993)
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A acdo da activina A, sinérgica com FSH, resulta em um aumento significativo na

expressao dos receptores do FSH (KISHI e cols., 1998), elevando o nimero destes receptores

nos foliculos pré-antrais. Neste contexto, o FSH potencializa seus préprios receptores nas
células da granulosa (DOI e cols., 1992; WOODRUFF, 1990).

Embora sgja conhecido o efeito da activina A sobre a expressado dos receptores de

FSH, n&o existe qualquer informacao a respeito da agdo combinada destes dois hormonios nos

processos de superovulacdo, qualidade e viabilidade de embrides.

1.2 SUPEROVULACAO

Entre os processos de superovulacdo e de tecnologia de reproducdo assistida
empregadas atuamente, a transferéncia de embrides (TE) € uma das mais interessantes.
Consiste na estimulagdo hormona dos ovarios de uma fémea de exceléncia genética
(doadora) gerando o desenvolvimento e maturagdo de vérios foliculos simultaneamente
(superovulacdo). Apos fecundacdo natural ou inseminacdo artificial (IA), os embrides séo
coletados através de lavagem uterina e transferidos para fémeas receptoras, que levardo a
gestacdo atermo (HAFEZ e cols., 1993). A eficiéncia deste processo € de aproximadamente
60% (PEREIRA, 1996) e vérios sdo os fatores responsaveis por este indice, podendo ser
citados principalmente a individualidade das doadoras, a nutrigdo, ao ambiente onde €elas se
encontram entre outros. Contudo, o fator mais importante no processo superovulatorio
relacionase a qualidade dos produtos hormonais utilizados para estimular os ovarios. Dentre
as preparacOes hormonais utilizadas para superovulacdo disponiveis comerciamente sdo
encontradas aquelas que possuem acdo de FSH, como PMSG (gonadotropina de éguas
prenhas) e aguelas contendo extrato de adeno-hipdéfise de suino ou ovino, no qual o FSH
encontra-se parcidmente purificado. Os FSHs tanto de suino como ovino podem ser
utilizados na superovulacdo de bovinos, pois possuem homologia estrutural de
aproximadamente 70%. Os métodos empregados consistem na administracéo de extrato bruto
de hipdfise de suino ou ovino liofilizados ou gonadotropinas urinarias de mulher e coridnica
(HAFEZ e cols., 1993). O risco de contaminacdo entre espécies, as diferencas entre as
sequiéncias primérias das proteinas e a composi¢ao dos residuos de carbohidratos que é muito
varidvel, podem ser os motivos da baixa eficiéncia destes processos. E verificada, ja na
segunda administracdo destas preparacOes, a presenca de anticorpos especificos contra 0s
hormonios de embrides. Por este motivo o intervalo de coleta em uma doadora é de 60 a 90
dias, o que permite uma média de 4 coletas por ano por doadora (HAFEZ e cols., 1993).
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Pelo fato de o FSH possuir meia-vida curta, faz-se necessario a utilizacdo de grandes
doses ou doses freqlientes para a utilizacdo clinica em humanos. Esta mesma situagéo ocorre
em bovinos, cujo protocolo de superovulacdo atual utiliza grandes doses (em torno de 400
mg) divididas em 2 dose diarias durante 4 dias para resposta satisfatoria (SOERS e cols.,
1979).
Esse quadro atual, aponta para a necessidade do desenvolvimento de um sigema de
expressao eficiente e promissor, para a producdo de hormonios recombinantes destinados a
superovulagdo de mamiferos.

1.3 SISTEMAS DE EXPRESSAO E PRODUCAO DE PROTEINAS
HETEROLOGAS

Com o desenvolvimento da biotecnologia surgiram inumeros sistemas, alguns
mais recentes outros mais antigos, que utilizam genes clonados para a producio de
proteinas recombinantes. Podemos dividir a producio de proteinas em dois grandes
sistemas: os sistemas procarioticos, representados pelas bactérias e os sistemas
eucarioticos, representado por fungos, baculovirus, células animais, animais

transgénicos e plantas.
1.3.1 Sistemas procari6ticos

Dentro das linhagens de bactérias usadas para a producio de proteinas
heterdlogas, Escherichia coli é um dos microrganismos mais utilizados e bem
caracterizados (BANEYX, 1999). Mas mesmo com o desenvolvimento de ferramentas
genéticas para producido de proteinas de organismos eucarioticos em organismos
procarioticos, existem ainda inumeros problemas. Alguns em relacio a propria
seqiiéncia do gene eucariotico, como por exemplo: o gene exdgeno eucaridtico pode
conter introns, e a bactéria nio possui maquinaria necessaria para remoc¢io dos
transcritos, mas que pode ser contornado com a clonagem do RNAm maduro; o gene
exogeno pode conter seqiiéncias que atuam como sinais de terminacio, resultando em
uma terminacio prematura e perda da expressao génica; viés de codons do gene para a
traducdo, ocasionando uma reducio da quantidade de proteina sintetizada (BROWN,
2001). No entanto, existem ainda outros problemas mais graves relacionados com o

processamento correto da proteina recombinante: a glicosila¢do, o enovelamento e a
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sintese de ligacoes dissulfeto. Muitas proteinas de eucariotos sao glicosiladas, o que
significa que apés a traducio ocorrem modificacées quimicas em certos aminoacidos
que se ligam a grupos de acucares, N-ligados e O-ligados. Por outro lado, muitas
proteinas, apos serem sintetizadas, sofrem modificacoes estruturais que sdo responsaveis
para o seu bom funcionamento. Nos organismos procarioticos proteinas responsaveis
por esse enovelamento, chamadas chaperonas, nio existem. Por isso, a proteina nao
adota a sua estrutura terciaria com enovelamento correto se tornando geralmente
insoluvel e inativa. Em alguns casos esse problema pode ser resolvido utilizando uma
linhagem hospedeira para sintetizar grandes quantidades de proteinas chaperonas.
Muitas proteinas apresentam ligacdes dissulfeto que estio relacionadas com o
enovelamento da proteina. Outro problema, que nao se sabe exatamente como funciona,
mas que ocorre em E. coli é a degradacio da proteina recombinante. A E. coli ¢ capaz de
reconhecer a proteina exdgena e fazer dela um alvo preferencial para reciclagem
(BANEYX, 1999).

1.3.2 Sistemas eucari6ticos

Para a expressido e producgio de proteinas heterologas em sistemas eucariotos sao
utilizados fungos, células de insetos e de animais. As células eucaridticas mais utilizadas
sdo as células de insetos e as inumeras linhagens de células animais. Estas nao
apresentam, como as bactérias e leveduras, a capacidade de cultivos continuos e algumas
linhagens exigem uma superficie solida para sua multiplicacio, levando a uma
velocidade de multiplicaciio e densidades celulares maximas muito menores, limitando o
rendimento da produc¢iao (KOST E CONDREAY, 1999).

As células de insetos se comportam como células de mamiferos e apresentam
grandes vantagens devido a um sistema natural de expressao que produzem as proteinas
recombinantes com um alto rendimento. Seu sistema de expressio ¢ baseado no
baculovirus, um grupo de virus que sio comuns em insetos, mas aparentemente nio
infectam vertebrados. O genoma do baculovirus inclui o gene da poliedrina, cujo
produto normal acumula-se nas células de insetos como grandes corpos de inclusio
nucleares ao final do ciclo de infeccio. O produto desse unico gene freqiientemente
chega a representar 50% da proteina celular total. Mas infelizmente as proteinas niao
sao glicosiladas corretamente (KOST E CONDREAY, 1999).

Os fungos siao organismos amplamente utilizados para a producio de proteinas
recombinantes. Apresentam algumas caracteristicas em comum com as bactérias como a

capacidade de se multiplicar em cultivos continuos, um rendimento altamente elevado e
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a capacidade de processar uma proteina similar aquela que ocorre naturalmente em
animais. Estas caracteristicas fazem com que os fungos sejam organismos muito
utilizados para a producio de proteinas heterdlogas, principalmente quando a proteina
¢ glicosilada, apresenta pontes dissulfeto e um enovelamento mais complexo
(SREEKRISHNA e cols., 1997).

Os dois fungos filamentosos mais populares sao: Aspergillus nidulans com vetores
com o promotor da glicoamilase, induzido por amido e reprimido por xilose e
Trichoderma reesei com o promotor da celobioidrolase — induzido por celulose. As
vantagens desses organismos sio as suas boas propriedades de glicosilacio e a
capacidade de secretarem proteinas para o meio de cultivo, especialmente Trichoderma
reesei.

As leveduras mais utilizadas sao: Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica,
Kluveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris. Em relacdo a
Saccharomyces cerevisiae, uma das mais bem estudadas, e que apresenta varios vetores
com os promotores GAL, PHOS e CUP1, apresenta alguns problemas em relacdo a
incapacidade de glicosilar proteinas animais corretamente, adicionando um ndimero
excessivo de unidades de acucar. O que nao é observado na levedura Pichia pastoris e no
fungo Trichoderma reesei (GELLISSEN E HOLLENBERG, 1997).

Pichia pastoris apresenta uma glicosilacio muito mais similar aquelas de células
animais, sendo a maioria de glicosilacio N-igado de manose e poucos O-ligado, 0 que
faz com que ndo induzam uma reacfo antigénica se injetadas na corrente sangiiinea, um
problema freqiientemente encontrado com proteinas glicosiladas em excesso como ¢é o
caso de S. cerevisiae (SREEKRISHNA e cols., 1997; GRINNA E TSCHOPP, 1989;
TSCHOPP e cols., 1987).

Mecanismos moleculares sio hoje muito utilizados para minimizar possiveis
problemas e ajudar na expressiao de proteinas, como é o caso de Pichia pastoris com 0
vetor pPIC que contém o promotor da alcool oxidase (AOX1). Este vetor pode se inserir
no genoma da levedura ou substituir o gene da alcool oxidase por recombinacio
homéloga (CREGG e cols., 1989; CREGG e cols., 2000; CEREGHINO e cols., 2002),
inserindo assim o gene de interesse para expressio de proteinas heterdlogas. Assim,
através do promotor AOXI1 se pode controlar o nivel de transcricio da proteina através
da inducio por metanol. Outra vantagem desse vetor ¢ a utiliza¢cdo do peptideo sinal de
8. cerevisiae para secretar a proteina através da via secretoria. As proteinas destinadas a

membrana, lisossomos, peroxisomos e ao meio extracelular entram na chamada via
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secretoria. As proteinas durante sua sintese adquirem suas conformacdes corretas,
podendo ainda ser modificadas através de acetilacio, amidacao, sulfatacio, fosforilacio
ou glicosilacdo. O direcionamento correto é baseado em sinais intramoleculares, bem
como no pH das vesiculas secretoras (BURGUES E KELLY, 1987; PRYER e cols.,
1992).

1.4 JUSTIFICATIVA

Entre os varios sistemas de expressdo e producdo de hormoénios descritos
anteriormente, sdo utilizados principal mente células de mamiferos e de insetos. Estes sistemas
s80 caracterizados por baixas producdes (de 20 ng a 20 pg/mL) e estados de glicosilacéo
diferentes, o que pode comprometer a atividade bioldgica do produto. Sabendo que séo
necessdrias de 1500 a 3000 Ul (160 a 400 mg; Vetrepharm Inc.) de FSH na superovulagéo de
fémeas da espécie bovina é observada a extrema limitacdo dos sistemas de expressao
utilizados (SOERS e cols., 1979).

Considerando o ato custo do FSH purificado parcialmente a partir da hipofise suina,
gue é comercializado aum valor médio de 60 ddlares a dose, 0 que acarreta um gasto superior
a US$ 2,5 milhdes por ano com a importacdo do produto, uma composicdo de hormdnio
recombinante com a mistura de FSH com activina A, que potencia o efeito do FSH, diminuira
a dose necessaria, barateando significativamente o custo por dose. Neste intuito, este trabalho
propde colaborar com algumas etapas desta proposta, para que futuramente seja possivel o
desenvolvimento e uso de horménios recombinantes que apresentem funcdes sinérgicas no
processo de superovulacéo. Estas etapas consistem em expressar a activina A humana
recombinante em levedura Pichia pastoris, que produz proteinas glicosiladas mais proximas a
proteina nativa e secreta a mesma em meio de cultura, facilitando a purificagdo. Como
sistema fermentador sera utilizado biorreatores para controle de pH, oxigenacdo, metanol,
nutriente e temperatura, como também para maximizar a producdo da proteina. A segunda
etapa, propde-se purificar a proteina por cromatografia liquida de filtracdo em BioGel P-30 e
avaliar a atividade biol6gica da proteina produzida em mamiferos.
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2 OBJETIVOS

- Expressar a activina A humana recombinante em levedura Pichia pastoris, um
sistema eucarioto promissor e ainda néo descrito para esta proteina,

- Purificar a proteina recombinante por cromatografia liquida de filtragdo em Biogel
P-30 em sistema FPLC.

- Verificar a atividade biologica da proteina bruta e purificada, através da inducéo

maturacional de foliculos ovarianos em um modelo mamifero.



24

3 METODO

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Leveduras

Para a expressdo utilizou-se levedura Pichia pastoris (linhagem SMD 1165) ja
transformada com plasmidio pPIC9 contendo o cDNA da activina. Este plasmideo foi
fornecido pelo laboratério de animais transgénicos e proteinas recombinantes da Universdade
deMogi das Cruzes. O plasmideo transformado de activinafoi denominado pACT (anexo A).

3.1.2 Animais

Foram usados neste estudo ratas Wistar no estagio da peripuberdade (ZAPATERO-
CABALLERO e cols., 2004). As ratas utilizadas apresentavam, no inicio do tratamento, idade
de 31 a 34 dias e massa corpoérea de 55 a 100 g. Esses animais foram fornecidos pelo biotério
daUniversidade de Mogi das Cruzes.

3.1.3 Colunas e reagentes
- Colunade gdl filtragéo Biogel P-30 (1 x 60 cm) - (Amersham Biosciences);

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e de procedéncia Sigma, Merck,
Invitrogen, Synth, USB.

3.1.4 Anticorpos

Anticorpo anti-activina A comercial —R & D Systems, Inc.

3.1.5 Equipamentos utilizados

Autoclave linha SD, Phoenix;

Balancas AS 1000C Marte e Adventurer OHAUS;
Bioreator BioFlo® 110 Benchtopo Fermentor
Centrifugas 5810R e MiniSpin, Eppendorf;

Cubade eletroforese, Biometra;
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- Espectrofotdbmetros Femto, modelo 800X 1 e Titertek Multiscan;
- Estufa Quimis Q-316 M2
- Fonte de eletroforese 300, BioAgency;
- Homogeneizador basico Ultra Turrax IKAT 18;
- IncubadoraRefrigerada Ma 830/a

- Microscopico optico Nikon

- Osmose reversa e deionizador de agua Millipore Milli Q Academic BBEM23173A,;
- pHmetro basico Occumet AB15, Fisher Scientific;

- Sistema FPLC, Pharmacia Biotech

- SistemaHollow-Fiber (Amersham/GE Healthcare).

- Termomixer 5436, Eppendorf;

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Expressiao em sistema fermentador

3.2.1.1 Pre-inoculo

Amostras de Pichia pastoris transformadas foram repicadas em placas do meio de
culturasolido YPD (anexo B). Ap0s 72 horas, as coldnias foram transferidas para 300 mL de
meio liqguido MGY (anexo B) em frasco erlenmayer de 2 L, para dar continuidade ao
crescimento em incubadora a 30° C com agitacdo a 200 rotagGes por minuto (rpm) até atingir
DOeoo (densidade 6tica 600) entre 2 e 6, indicando que as leveduras alcancaram a fase log de

crescimento.

3.2.1.2 Passagem do pré-inoculo para o biorreator

Os meios de cultura e solugdes utilizados no biorreator estdo descritos no anexo B.
Preparou-se 3 litros de meio contendo glicerol + sais. Este meio foi colocado no biorreator e
ambos foram esterilizados em autoclave. As leveduras que cresceram em meio MGY foram
transferidas para o biorreator contendo o meio glicerol + sais esterilizado. Todo o sistemafoi
submetido a temperatura de 30° C sob agitacdo de 500 rpm. Nesta etapa foi adicionado PTM1
(4,4 mL/L) einiciou-se 0 processo de crescimento da massa. Quando todo glicerol havia sido
consumido, novo glicerol 50 % + PTM1 foi adicionado em fluxo constante de 1 mL/min.
Apbs a massa Umida atingir 200 g/L a adicéo de glicerol 50% + PTM1 foi interrompida e

passou-se ao processo de inducdo da expressdo da proteina pela adicdo de metanol.
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3.2.1.3 Fase da inducdo

Durante as primeiras 24 horas foi adicionado metanol + PTM1 em fluxo de 2 mL/H/L.
Apbs 24 o fluxo de metanol + PTM1 foi elevado para 3 mL/H/L permanecendo com este
fluxo até as 72 horas quando terminou a fermentacéo.

3.2.2 Separacio e concentraciao da proteina
3.2.2.1 Sistema hollow-fiber

Apos expressdo da proteina em biorreator, o fermentado foi centrifugado a 5° C sob
9000 rpm e as leveduras foram descartadas. O sobrenadante foi transferido para um sistema
hollow-fiber (Amersham/GE Healthcare), para concentracdo e didise contra salina. Para
concentragdo da proteina utilizou-se membrana permeavel de 5 kDa. O produto concentrado

foi dialisado com salina (NaCl 0,9 %), utilizando a mesma membranade 5 kDa.

3.2.3 Estimativa da concentragao protéica

Apoés sistema hollow-fiber, a concentracdo de proteina na amostra foi estimada
utilizando-se 0 método coomassie, proposto por Bradford (1976). Uma curva foi construida
com padrdes contendo O, 1, 2, 5 e 10 ug de soroal bumina bovina (BSA). Sobre a amostra e 0s
padrbes foi adicionado agua para normalizar o volume a 200 uL e em seguida 1 mL de
reagente de cor coomassie blue G-250 (Proteoquant - Proteobras). A mistura foi agitada (em
vortex) e apds 20 minutos se procedia a leitura da absorbancia a 595 nm. As solucbes

utilizadas para estimativa da concentragéo protéica estdo descritas no anexo VI

3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Todas as solugdes utilizadas para el etroforese em gel de poliacrilamida estéo descritas
no anexo VII. Inicidmente o gel de poliacrilamida 12,5% (p/v) foi submetido a pré-corrida
por 30 minutos a 60 V. As amostras foram aquecidas em banho seco a 95 °C por 5 minutos,
centrifugadas e aplicadas no gel. Iniciou a corrida eletroforética, sob tensdo de 120 V, e uma
corrente de 30 mA. As massas moleculares das bandas das amostras foram determinadas por
comparagao de seus fatores de migracdo com de proteinas de massas moleculares conhecidas
padréo (Bench Mark Protein Ladder, Life Technologies, com tamanhos de 10 a 200 kDa). Os

géisforam revelados pelo método de coloracgéo por prata.
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3.2.4.1 Coloragdo pela prata

O gd foi fixado previamente durante 30 min sob agitacdo em solugdo contendo
metanol 50% (v/v) e &cido acético 12% (v/v). Em seguida o gel foi lavado 4 vezes com &gua
destilada sob agitagéo por 5 min cada vez. Posteriormente, adicionou-se solugdo de nitrato de
prata 0,2% (p/v) e 0 gel deixado nesta solucdo durante 30 minutos. O gel foi novamente
lavado com agua destilada 2 vezes por 5 minutos para retirada do excesso de solugdo. Para
revelacéo adicionou-se 0 gel em 100 mL de solucéo de carbonato de sodio 3% (p/v) contendo
50 uL de formaldeido 37% (v/v) até o aparecimento das bandas. A reacéo de coloracdo foi

interrompida pela adicdo de &cido acético 1% (v/v).

3.2.5 Eletrotransferéncia e imunoblote

As solugdes utilizadas no Western blot eddo descritas no anexo VIII. A corrida
eletroforética foi efetuada a temperatura ambiente, com o tamp&o de corrida (TrissHCI 120
mM contendo SDS 17 mM e glicina 93 mM) e tensdo constante de 100 volts durante duas
horas. Apds a corrida, foi realizada a transferéncia de proteinas para a membrana de
nitrocelulose Hybond-C (Amersham Pharmacia Biotech), a 20 mA, pernoite, sendo a
amperagem duplicada na ultima hora. Depois da transferéncia o padrdo de massa molecular
pré-corado (BIO-RAD) foi recortado, para ndo alterar sua cor, durante reacdo com anticorpo
especifico para activina.

A membrana foi incubada com tampé&o fosfato de sodio 35 mM contendo 150 mM de
NaCl (PBS) e Tween-20 0,3% (PBST) por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida
foram readlizadas trés lavagens com PBST (Tween 0,05%) de 5 minutos cada, sob agitacéo.
Apos as lavagens a membrana foi incubada com anticorpo anti-activina A comercial, por duas
horas, a temperatura ambiente. Novamente a membrana foi lavada por trés vezes com PBST
e incubada com anti-lgG de coelho conjugada a peroxidase, por uma hora a temperatura
ambiente sob agitacdo. Em seguida a membrana foi lavada novamente trés vezes com PBST,
e duas lavagens com PBS. A revelacdo foi realizada com diaminobenzidina 0,05%,
cloronaftol 0,025% (p/v) e peroxido de hidrogénio a 0,0125% (v/v).

3.2.6 Cromatografia liquida
O modo de preparo dos tampdes e solventes utilizados para a cromatografia desse

trabal ho esta descrito no anexo | X.
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3.2.6.1 Cromatografia de filtragcdo em gel

Vinte miligramas de proteina do fermentado bruto de um dos clones que apresentou a
banda de interesse foram aplicados em coluna de filtragdo em Biogel P-30 (1 x 60 cm),
previamente equilibrada e eluida em tampéo fosfato de sddio 50 mM pH 7,0, em fluxo de 1
mL/min. Foram coletadas fracBes de 1 mL por tudo e a eluicdo das proteinas foi monitorada

pelaleitura da absorbancia a 280 nm.

3.2.7 Atividade bioldgica

Para andlise bioldgica, a proteina bruta e purificada (rACT), foram injetadas (via
intraperitonial) em ratas Wistar, em dosagens diferentes para cada grupo, durante trés dias de
tratamento. Como controle foi injetado igual volume de solucéo salina (NaCl 0,9%). Foram
avaliados quatro grupos tratados com rACT bruta e trés grupos tratados com rACT
purificada, com 0S respectivos controles para cada grupo. As doses aplicadas nos grupos de
rACT bruta foram: 50 pug (n = 9 tratados e n = 9 controle), 35 ug (n = 8 tratados e n = 7
controle), 30 pg (n = 4 tratados e n = 4 controle) e 25 ug (n = 7 tratados e n = 7 controle) e
para os grupos de rACT: 1 ug (n = 6 tratados e n = 4 controle), 0,5 ug (n =5 tratadosen =4

controles) e 0,1 ug (n = 5 tratados e n = 5 controle).

ApoGs o término do tratamento, as ratas foram pesadas, os ovérios foram extraidos e
pesados. A média do peso entre os ovarios de cada rata foram calculados, os efeitos do
tratamento sobre o desenvolvimento dos ovérios foram avaliados medindo-se 0 peso dos
ovarios (meédia entre os ovéarios) em relagdo ao peso corporal do animal (P. C.). O valor obtido
foi multiplicado por 100, para determinar 0 peso relativo (P. R.) expresso em termos

percentuais. O P. R. (%) foi submetido a analise estatistica.

3.2.8 Analise histologica

Foram selecionados um ovario de cada grupo tratado com activina e um de cada grupo
controle para analise histoldgica. Foram estabel ecidos 0s seguintes critérios para a selecdo dos
ové&rios. no grupo um foi selecionado o ovario de maior peso, ho grupo dois 0 de menor peso
e assim sucessivamente, tanto nos grupos tratados com activina, quanto nos grupos tratados
com salina. Até 0 momento da montagem das l&minas os ovérios foram conservados em
formadeido 10%. As laminas foram preparadas pela empresa Histotech Ltda, que empregou o

protocolo de coloragdo pelatécnica H/E, conforme descrito no anexo X. A andlise dos ovérios
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foi efetuada sob orientag&o dos professores de histologia Jodo Carlos Rainho e Ingrid Perone,
da Universidade de Mogi das Cruzes.

As laminas foram visualizadas por microscopia éptica em um aumento de 40x para o
campo inteiro da lamina e um aumento de 100x para a visualizagéo dos detalhes. Na andlise
histoldgica foi observado o grau de maturacéo dos foliculos ovarianos, comparando a lamina
do ovério tratado com a activina com a lamina do ovario controle (salina) e assm

sucessivamente.

3.2.9 Analise estatistica

Os pesos relativos (%) de cada grupo tratado com activina (rACT) foi comparado com
Seu respectivo controle, através do teste t de student (programa GraphPad Prism versao 4.03-
2005) e sdo apresentados como média + erro padrédo da média (EPM) de cada grupo de

animais. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO

Para a obtencdo do fermentado com a proteina recombinante, trés principais etapas
foram necessérias. préindculo, obtencdo de biomassa no biorreator e fase da indugdo com
metanol. No biorreator, ap0s 48 horas com aimentagdo a base de glicerol, o fermentado
atingiu a biomassa Umida de 208 g/L. Neste momento interrompeu-se a adicdo de glicerol, e
apos 4 horas, tempo necessario para que o glicerol se esgotasse, iniciou-se 0 processo de
inducdo pela adicdo de metanol. O processo de inducéo prolongou-se por 72 horas. Apos
processo de inducdo, as leveduras foram separadas do sobrenadante e o contelido protéico
submetido a processo de concentracdo em sistema hollow-fiber. Por este sistema, a amostra €
passada através de uma membrana filtrante diversas vezes, sendo que a cada vez o volume é
reduzido pela separacdo de substéncias de baixa massa molecular, incluindo o solvente, da
proteina recombinante que fica retida no sistema. Desta forma, a0 mesmo tempo que a
concentracdo de proteina da amostra aumenta, pode-se submeté-la a didise, pela retirada de
sais indesgjaveis. O processo pode ser repetido quantas vezes for necessario. Apos
concentracdo e didlise, o contelido protéico foi estimado e amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 12,5 % para verificagdo dos niveis de expressdo e grau de pureza da proteina.
Uma amostra contendo 1 g de activina comercial (RD Systems) também foi aplicada no gel
para comparacdo. O resultado estd apresentado na figura 4. A figura 4 mostra que a cepa
selecionada é capaz de expressar uma proteina de massa molecular em torno de 13 kDa
(candetas 2, 3 e 6). Na canaleta 4 foi aplicado a activina comercial, onde pode-se ver a banda
de 13 kDa fraca, uma outra de aproximadamente 23 kDa, e uma intensa de alta massa,
provavel mente albumina que acompanha o padréo comercial. Duas outras bandas com massas
moleculares que variam de 17 a 19 kDa aparecem com alta intensidade no nosso produto, e
gue aumentam proporcionalmente quando se aplica no gel maiores quantidades de proteina.
Os produtos de degradagdo da activina, menores que 10 kDa, podem ser vistos nas canaletas
3, 5 e 6. Parece-nos que as bandas de 17 a 19 kDa resultam da associacéo do(s) produto(s) de

degradacéo (menores que 10 kDa) e a propria activina, pois na canaleta 5, onde foi aplicado

50 ug de proteina, a banda referente a activina desaparece.
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % do produto obtido apds fermentacdo mostrando os niveis de
expressdo de activina. Canaleta 1, marcador de massa molecular BenchMark Protein Ladder; canaletas2 e 3, 10 € 20
ug rACT; canaeta 4, 1 pg activina comercial (RD Systems); canaletas 5 e 6, 50 e 100 ng rACT,; canaeta 7,
marcador de massa molecular.

Apobs passagem da rACT por hollow-fiber, uma amostra foi submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida e transferida para membrana de nylon para reagcéo de imunoblote.
Apés transferéncia, a membrana foi colocada na presenca de anticorpo comercia (RD
Systems) especifico para activina. O resultado esta mostrado nafigura 5 abaixo.
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Figura 5. Imunotransferéncia do produto obtido na fermentag@o de cepa transformada com pACT utilizando-se
anticorpo anti-activina (RD Systems). As setas indicam as bandas imunoreativas.

O anticorpo anti-activina comercial foi capaz de reconhecer trés bandas na nossa

amostra, uma de 13 kDa, outra em torno dos 18 kDa e outra de 30 kDa (figura 5).
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Provavelmente a banda de 30 kDa refere-se ao dimero, e a de 18 kDa de agregado envolvendo
a rACT com algum peptideo menor, provavelmente algum fragmento de degradacéo da
propriarACT.

4.2 PURIFICACAO

A purificacdo da proteina foi executada por cromatografia liquida em sistema FPLC,
utilizando coluna Biogel P-30 a temperatura ambiente. Vinte miligramas de proteina do
material proveniente do hollow-fiber foram aplicados na coluna cromatogréfica e a colunafoi
eluida com tampao fosfato de sodio 50 mM pH 7,0, em fluxo de 1 mL/min. Foram coletadas
fracbes de 1 mL que foram monitoradas a 280 nm. Nesta cromatografia foram obtidos 2 picos

de proteina como pode ser observado nafigura 6.
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Figura 6. Cromatografia de filtragdo em gel. Perfil da eluigdo da activina bruta recombinante (rACT) em coluna de
Biogel P-30 (1 x 60 cm). O gd foi equilibrado e eluido com tampéo fosfato de sddio 50 mM pH 7,0. A eluigdo foi
monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm (uv).

Os volumes das fragOes correspondentes aos dois picos foram juntados resultando em
volume de 5 mL (“pool”) para o0 pico 1 e 20 mL para o0 pico 2, cujas concentracOes de
proteinas foram estimadas em 0,96 mg/mL para o pico 1 e 0,5 mg/mL para o pico 2. A
concentracao de proteina dos volumes resultantes foi estimada utilizando-se 0 método descrito
por Bradford (1976). Uma pequena amostra, contendo 1 g de proteina de cada pool, foi
aplicada em eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % para verificar o grau de pureza. O

gel foi corado com nitrato de prata e o resultado esta apresentado nafigura 7.
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida da rACT eluida na cromatografia de filtracdo em gel. Perfil
eletroforético em gel de poliacrilamida 12,5 % com SDS corado com prata, de 1 pug do pool obtido a partir do
pico 1 da cromatografia em Biogel P-30.

A eetroforese mostrou que a activina eluiu no pico 1 da cromatografia de filtracéo em
gel, pois como pode ser visto pelafigura 7 esta amostra apresentou somente uma banda de 13
kDa, massa molecular esperada para a rACT (indicada pela seta). O pico 2 ndo apresentou
gualquer banda de proteina (dados ndo mostrados) o que sugere que esta amostra sga

constituida principalmente por sais.

4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

Amostras do fermentado bruto, submetido somente a concentracdo e didlise em
sistema hollow-fiber e amostras do poo!/ do pico 1 da cromatografia em filtragcdo em gel,
foram utilizadas para teste biologico para verificar a possivel atividade da proteina
recombinante. Para isso utilizamos o teste no qual a proteina é injetada em ratas Wistar no
estagio da peripuberdade (ZAPATERO-CABALLERO e cols., 2004), por trés dias e ap0s este
periodo as ratas foram sacrificadas e as massas ovarianas dos grupos tratados e controles

foram determinadas.

4.3.1 Massa dos ovarios

Foram estabelecidos 7 grupos de animais, nos quais foram injetadas doses da proteina
recombinante bruta que variaram de 25 a 50 pg por dia por animal e dosesde 1, 0,5e 0,1 ug

daproteina purificada. A figura 8 mostra os resultados obtidos com a maior dose de proteina
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bruta, 50 pg (figura 8 A) em comparacéo com a menor dose da proteina purificada, 0,1 ug
(figura 8 B). Por esta figura podemos observar que os resultados obtidos com a dose de 0,1 ug
da proteina purificada foram semelhantes aos obtidos com a maior dose da proteina bruta
(0,038 + 0,0018 vs 0,043 + 0,0013). Entretanto, quando se compara a massa relativa de
ambas ovarios tratados com a massa relativa dos respectivos controles, observamos aumento
da massa do ovario tratado. O peso elevado dos ovarios foi evidenciado em todos o0s grupos
tratados. Sabendo que a activina A estimula o desenvolvimento e crescimentos dos foliculos
ovarianos, 0 pe elevado dos ovérios tratados com rACT fornece evidéncias de que a
proteina esteja biol ogicamente ativa.
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Figura 8. Comparagéo entre o efeito obtido com a maior dose (50 pg) daproteina recombinante bruta (A) e da

menor dose (0,1 pg) da proteina purificada (B), sobre o peso dos ovaérios de ratas Wistar. rACT = activina
recombinante. Sal =salina. * p < 0,05 versus controle.

4.3.2 Analise histologica

Amostras de alguns ovéarios provenientes das ratas tratadas foram submetidas a andlise
histologica. A figura 9 mostra a fotografia de dois cortes histol6gicos de ovérios obtidos do
grupo tratado com 50 pg da proteina bruta por dia por animal (figura 9 A) e do respectivo
grupo controle, tratado com salina (figura 9 B). Sabendo que a activina A induz os foliculos
ovarianos ao rapido crescimento, desenvolvimento e ovulagdo prematura, pode-se observar
gue a atividade biolgica da proteina foi mais uma vez confirmada. Como pode-se observar
na figura 10, no grupo tratado com salina aparecem diversos foliculos em desenvolvimento,
enquanto que no grupo tratado com a proteina recombinante observamos a presenca de corpos
| Gteos, indicando que ja ocorreu ovulagado destes folicul os.



35

Figura 9. Fotografia de corte histol6gico de ovério de rata tratada com a proteina recombinante bruta na dose 50
pg por dia(A) ou com salina (B). CL = corpo I(teo.

O efeito do tratamento com dose 0,1 g da proteina purificada por dia por animal,
sobre 0 amadurecimento folicular € apresentado na figura 10.

Figura 10. Fotografia de corte histol6gico de ovério de rata tratada com a proteina recombinante purificada na dose
0,1 ug por dia (A) ou com salina (B). CL = corpo IUteo.

Como observado no experimento anterior, 0 ovario de rata tratada com salina
apresentou diversos foliculos em desenvolvimento (figura 10 B), enquanto que o ovario de
rata tratada com a proteina recombinante apresentou corpos luteos (figura 10 A), mostrando
gue a proteina recombinante apresenta capacidade de interferir no amadurecimento folicular

mesmo quando administrada em doses relativamente pequenas, submicromolar.
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5 DISCUSSAO

O trabalho aqui apresentado foi conduzido em trés etapas distintas. A primeira
representada pela expresséo, a segunda pela purificagdo da activina A humana recombinante e
aterceirapela verificagdo da atividade biol 6gica da proteina produzida.

Para expressar a activina A humana recombinante foi escolhido o sistema de
expressdo em levedura Pichia pastoris. Até a data atual ndo existe na literatura, qualquer
informacao a respeito da utilizacdo deste sistema para expressao desta proteina.

Pichia pastoris representa um sistema de expressao bem sucedido para a producéo de
uma variedade de proteinas heterdlogas (CEREGHINO e cols., 2002; CREGG, e cols., 2000).
A eficiéncia deste sistema pode ser atribuida a diversos fatores, como: a habilidade da P.
pastoris em produzir intracelularmente ou extracelularmente proteinas heterélogas em niveis
elevados; a potencialidade de executar modificacfes pos-traducionais eucarioticas como, por
exemplo, a glicoslagcdo, a formacdo de ligacdes dissulfeto e processamento proteolitico; a
simplicidade das técnicas necessdrias para a manipulacdo genética molecular da P. pastoris €
0 custo baixo € disponibilidade comercial deste sistema de expresséo (CEREGHINO E
CREGG, 2000).

Através do sistema de expressdo Pichia pastoris, foi possivel controlar os niveis de
expressao de activina A produzida, através dainducéo por metanol. Este sistema de expressao
utiliza o promotor AOX1, gue controla o gene que codifica a expressdo da oxidase do alcool
(AOX), e que e fortemente induzido por metanol. A oxidase do dcool € aenzima que catalisa
aprimeira etapa metabdlica da oxidagdo do metanol nos peroxissomos (CEREGHINO e cols.,
2006). Através deste promotor, pode-se controlar o nivel de transcricdo da proteina por
inducdo com metanol, o que permite a producdo de quantidades elevadas da proteina alvo
(CEREGHINO E CREGG, 2000). A taxa de metanol adicionada ao meio de cultura para a
expressao da proteinafoi gjustada com a utilizacdo de biorreatores, de maneira que o metanol
adicionado sgja apenas para a sintese da proteina, impedindo adi¢do adicional que possa
causar toxicidade (CREGG e cols., 2000; DALY E HEARN, 2005; HELLWING e cols.,
2001; MACAULEY-PATRICK e cols., 2005). Desta forma, a utilizacdo de biorreatores
permite que os niveis de expressdo da proteina sejam maximizados. O cultivo da P. pastoris
em incubadora pode gerar muitos problemas, incluindo o controle do pH, limitagdo do
oxigénio e limitacdo do nutriente. Ja o bioreator permite que niveis dissolvidos do oxigénio
sejam elevados, ndo apenas por agitacdo, mas por controle do fluxo de entrada, podendo este
ser suplementado com fluxo de ar ou de oxigénio puro, ou fazendo os dois em série ou
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simultaneamente. O problema da limita¢ao do nutriente pode também ser minimizado com o
bombeamento destes em uma taxa que seja capaz de reabastecer na mesma velocidade do
consumo. Nas incubadoras o crescimento das células estd limitado pelos nutrientes. Em
biorreator o pH pode ser gustado, garantindo assim a inibi¢éo das atividades das proteinases
gue existem no meio da cultura durante a fase da producdo. O pH 5 € o ided para o
crescimento e metabolismo daP. pastoris, pois a taxa do consumo do oxigénio € mais elevada
nesse pH e a temperatura mais adequada para a producdo da proteina em P. pastoris ocorre
em 30°C e cessa em 32°C (DALY E HEARN, 2005; CREGG e cols., 2000; HELLWING e
cols., 2001; MACAULEY-PATRICK e cols., 2005). Neste trabalho o protocolo do sistema
fermentador utilizado para expressdo foi baseado em estudos desenvolvidos por Cereghino e
Cregg (2000), Cregg e cols., (2000) e os resultados obtidos com a expressdo mostraram-se
eficazes.

Para concentragcdo da proteina utilizou-se o sistema hollow-fiber. Um protocolo
semelhante foi empregado por Pangas e Woodruff, (2002) durante a purificagdo da inibina e
activina A. A didlise contra sdlina, realizada nesta etapa, facilitou a purificacdo em
cromatografiade filtracdo em gel.

Na segunda etapa deste trabalho a activina A recombinante foi purificada por
cromatografia de filtracdo em Biogel P-30 em sistema FPLC. Para purificagdo da activina A,
Pangas e Woodruff (2002), utilizaram cromatografia de afinidade. Nesta pesguisa optou-se
por empregar cromatografia de gel filtracdo, pois o0 produto obtido apds separacdo e
concentragdo do fermentado no hollow-fiber j& apresentava bom grau de pureza, constatado
no gel de poliacrilamida 12,5%. O sistema Pichia pastoris oferece vantagens em termos de
purificagdo, pois secreta a proteina em meio de cultura. Esta secrec8o ocorre pela presenca do
peptideo sinal daS. cerevisiae (inserido no vetor plasmidial), que direciona a proteina para a
via secretoria. Nesta via, a proteina ira adquirir sua conformacdo correta e recebera
modificacbes poOstraducionais como: glicosilacdo, formacdo de ligacOes dissulfeto e
processamento proteolitico, de modo a garantir a funcionalidade da proteina secretada. Na
cromatografia foi utilizada a coluna Biogel P-30, que apresenta corte de massa molecular
entre 2,5 kDa a 40 kDa. O resultado desta cromatografia originou dois picos e dois vales.
Conforme a eletroforese de poliacrilamida 12,5%, foi possivel confirmar que a activina A
eluiu no pico 1 da cromatografia de filtracdo em gel.

A terceira etapa deste trabalho foi destinada a testar a atividade bioldgica da proteina
produzida. Doses variadas de activina. A recombinante bruta € purificada foram testadas em

sete grupos de ratas Wistar, durante trés dias de tratamentos. Foi observado, em todos os
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grupos tratados com a proteina bruta e purificada, uma elevagéo estatisticamente significativa
do peso ovariano. Sabendo que a activina A estimula o0 desenvolvimento, crescimento e
maturacdo dos foliculos ovarianos, o peso elevado dos ovarios tratados, fornece evidéncia de
gue a proteina esta ativa. Sugere-se que a elevacdo do peso do ovario segja consequéncia do
acumulo de liquido folicular no processo de maturacdo. A medida que o foliculo cresce,
principalmente pelo aumento do nimero de células da granulosa, surgem acumulos de
liquidos entre essas células. As cavidades contendo liquidos confluem e acaba formando uma
cavidade Unica, o antro folicular. As células da granulosa se rearranjam de tal modo que o
ovOcito primario passa a ser circundado por um pequeno grupo destas células que se projetam
de fora da parede para dentro do antro preenchido por fluido. Esta estrutura é conhecida como
cumulus oophorus. Alguns foliculos continuam a proliferacdo das células da granulosa e
aumento do liquido folicular resultando na formagdo de um foliculo maduro ou de Graaf. A
formacéo continua do liquido folicular leva o cumulus oophorus a se destacar de sua base para
flutuar livremente dentro do fluido folicular. O processo envolvendo a ruptura do foliculo
maduro e liberagdo do 6vulo é denominado ovulagcdo. Todo este processo de foliculogénese é
mediado principalmente por horménios gonadotrdpicos e por fatores locais de crescimento e
desenvolvimento como por exemplo membros da TGF-f, que participam da regulacéo
autécrina e parécrina destes eventos (HIRSHFIELD, 1991; HIRSHFIELD, 1985;
RICHARDS, 2002). A activina A € um dos fatores de crescimento que regulam o processo de
foliculogénese. A elevacéo do peso ovariano, apos tratamento com activina A foi constatada
em muitas pesquisas com roedores e evidencia o papel autéerino e paracrino da activina A no
desenvolvimento estrutural e funcional dos foliculos durante a foliculogénese (HIRSHFIELD
E MIDGLEY,1978; RICHARDS, 2002). A analise histol 6gica fornece mais uma evidéncia de
gue a proteina esta ativa e vém de acordo com os resultados obtidos nos testes anteriores. Na
andlise histologica foi possivel constatar a presenca de corpos |Uteos, indicativo de que ja
ocorreu a ovulacdo, pois apds a ovulagdo o restante do foliculo maduro se colapsa, vasos
sanguineos se rompem e extravasam sangue para dentro da cavidade folicular, formando um
corpo hemorrégico que € convertido em corpo luteo (HIRSHFIELD, 1985). A ovulacéo
prematura em ratas apds tratamento com activina A, ja foi constatada em outras pesquisas.
Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos por Erickson e cols., (1995), os quais
mostraram através de estudos histol 6gicos, que apos trés dias de tratamento com activina A
humana recombinante, alguns foliculos iniciaram a ovulagdo prematura e outros foliculos

apos a ovulacdo desenvolveram corpos | iteos. Nenhuma ovulagéo foi encontrada no controle.
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O mecanismo pelo qual activina A promove ovulagdo prematura é desconhecido. Ha
duas hipéteses para explicar este evento. A primeira hipotese seria de que a ovulacéo
prematura ocorra, devido a capacidade que a activina tem em aumentar a expressao do FSH e
LH durante a foliculogénese. Ying e Greep (1971) mostraram que alguns foliculos grandes
podem ser induzidos a ovulagdo, injetando doses farmacol dgicas de FSH e LH.

A principal funcdo desempenhada por FSH no processo de foliculogénese é a
estimular o desenvolvimento e crescimento dos foliculos, estimular a producéo de estrogénio
pelo foliculo (aromatase nas células da granulosa) e estimular a expansdo do cumulus e
maturacdo dos ovécitos. O promotor da cadeia beta do FSH (cadeia responsavel pela
atividade biol 6gica especifica) é regulado principalmente pela activina. A meiavida de FSH
€ curta. A habilidade de ativar a transcricdo do gene de FSH cadeia beta, confere um papel
chave a activina A na expressao do FSH (BURGER e cols., 2004; CORRIGAN e cols., 1991;
CARROL e cols., 1989 DEMURA e cols., 1996; DOI, 1992; EITHER E FINDLAY, 2001;
GAJEWSKA e cols., 2002; GREGORY e cols., 2005, LAMBA e cols., 2005; ROBERTS e
cols., 1989; WEISS e cols., 1995). Além de aumentar a expressdo de FSH em meio de cultura,
foi constatado por Li e cols, (1995), que a activina A mantém os receptores de FSH
funcionando na auséncia deste. Via expressdo de FSH, a activina também promove aumento
na expressdo do LH. Dados recentes também levantam a possibilidade de que a activina, em
certas circunstancias, podem também regular a producédo de LH, modificando a expressdo da
subunidade beta de LH (COSS e cols., 2005; YAMADA e cols., 2004). As principais functes
desempenhadas por LH nafoliculogénese sdo a producdo de androgénios nas células da Teca,
gue serdo convertidos em estrogénios nas células da granulosa sob a acdo de FSH, a
maturacdo final dos foliculos ovarianos que culmina com a ovulagdo, seguida com aliberacdo
do ovdcito pelo foliculo, a formagéo do corpo |Uteo e sintese de progesterona. Em células da
granulosa, a activina A aumenta a formacéo de receptores para LH. (ERICKSON e cols.,
1995; DOI e cols., 1991). O aumento dos niveis de FSH e LH pela activina A, segundo
Erickson (1995), poderia explicar a superovulagdo prematura observadas em roedores em
experimentos in vivo. Outra hipétese Seria de que a prematura superovulagcdo causada pela
inducdo com activina A sgja conseqiéncia direta deste fator de crescimento dentro dos
foliculos em formagio (ERICKSON e cols., 1995; DOI e cols., 1991). Foi demonstrado por
Ddi e cols. (1991), em experimentos in vivo, que a administracdo sistémica de activina A em
ratas hipofisectomizadas, promove crescimento dos foliculos peguenos aos estagios maiores
de crescimento, indicando que nesse mecanismo néo envolve FSH e que a activina A age

diretamente no ovério, promovendo o desenvolvimento folicular e aumento da producéo de
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estradiol. Esse estudo evidenciou que a que a activina A ndo age somente no nivel pituitario,
mas também ao nivel ovariano. A habilidade dos foliculos em produzir e responder a activina
em diversos estudos in vivo ein vitro caracteriza aregulagdo parécrina e autocrina da activina
A no processo de foliculogénese. Em estudos in vitro, Li e cols. (1995), relataram que a
activina A humana recombinante estimulou a proliferacdo da célula da granulosa e que na
presenca de FSH estas células se reagregaram em torno de cada ovocito, formando uma tnica
camada completa de células, adquirindo caracteristicas morfoldgicas do complexo cumulus.
Este complexo continuou o seu desenvolvimento até formacdo de foliculos como estruturas
maduras. Estes resultados sugerem que o activina A, ndo € somente um mitdégeno para as
células da granulosa, e sim um fator que desempenha um papel importante em regular a
integridade e o desenvolvimento funcionais de células da granulosa no foliculo ovariano. Li e
cols. (1995) também demonstraram, em experimentos in vivo, que ainjecdo de FSH estimulou
a proliferacéo da célula da granulosa em ratas hipofisectomizadas. Entretanto, FSH sozinho
ndo foi capaz de causar a proliferagdo significativa das células in vitro. O efeito do FSH no
crescimento do foliculo in vivo parece ndo ser direto, mas mediado por fatores ovarianos
parécrino e autécerine do crescimento. Os estudos sugerem que este fator sgja a activinaA.

A injecéo de FSH ou PMSG causa aumento do RNAm da activina e nos niveis da
proteina em ratas hipofisectomizadas; estes niveis sdo simultdneos com a inducéo do
crescimento folicular (GAJEWSKA e cols., 2002; WODRUFF e cols., 1992). Nos roedores, 0
papel preciso da activina durante o desenvolvimento folicular adiantado foi esclarecido. A
activina A aumenta o tamanho dos foliculos pré-antrais e promove a formacéo do antrum nos
ratos imaturos (THOMAS e cols., 2003; YOKOTA e cols., 1997). No entanto, estudos
relatados por Silva e cols. (2004) indicaram que a activina ndo participa somente do
desenvolvimento adiantado do foliculo, mas de todos os estdgios do desenvolvimento
folicular e durante a atividade luteal. Os transcritos da activina A, Seus receptores e a
folistatina sdo expressos em todos os estégios foliculares e no corpo lUteo. Estes dados
indicam um papel regulatdrio da activina A, durante todo o processo de foliculogénese a
atividade do luteal, como também demonstrou que a activina A € um fator importante para
iniciar o crescimento dos foliculos primordiais, antes mesmo do surgimento inicial de FSH,
pois o crescimento inicial de células da granulosa nos foliculos pequenos é independente de
FSH e isso foi confirmado em ratas hipofisectomizadas (SILVA e cols., 2004; XU e cols.,
2003).

O mecanismo especifico da acdo dos fatores de crescimento nos foliculos ovarianos,

ainda ndo foram totalmente elucidados, muitas pesquisas biogquimicas recentes divulgaram
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sobre a sinalizag@o dos receptores dafamilia TGF ( LAMBA e cols., 2005, HARRINGTON
e cols., 2006; MATHEWS, 1994; SUSZKO e cols., 2005; SUSZKO e cols., 2003), no
entanto os papéis precisos de cada membro TGFp na fungdo ovariana, bem como a resposta
biolégica coordenada entre eles e as gonadotropinas no processo de foliculogénese,
permanecem com muitas interrogactes (KNIGHT E CLISTER, 2006). Muitas pesquisas nos
ultimos anos relataram o papel da activina A nas células da granulosa e nos foliculos maiores,
entretanto muitos relatorios divergem sobre os papéis especificos da activina A na
foliculogénese (XU e cols., 2003). No momento, de acordo com as pesquisas e referéncias
citadas, pode-se afirmar que a activina A € apontada como um potente indutor da
foliculogénese, pois estimula a expansdo répida das células da granulosa, aumenta
dramaticamente a esteroidogénese, estimula a compartimentalizacdo do foliculo e maturacéo
dos ovacitos e induz foliculos grandes a prematura superovulacdo em mamiferos. Estes fatos
vém de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, no qual a activina A humana
recombinante mostrou-se um eficiente indutor maturacional dos foliculos ovarianos, bem
como apresenta a capaci dade de promover a ovulagdo prematura em mamiferos.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

- Um novo método para producdo e purificagdo de activina A humana recombinante
foi estabelecido.

- A proteina produzida apresentou-se biol ogicamente ativa, pois induziu o aumento de
peso na massa ovariana em um modelo mamifero e a maturagcdo prematura dos foliculos
ovarianos.

- Pichia pastoris constituiu um excelente sistema para expressar a activina A humana

recombinante.

A producdo de horménio activina A humano recombinante em um sistema de
expressao eficiente e economicamente viavel, possibilita o emprego de novos protocolos
hormonais destinados ao tratamento clinico de fertilizacdo in vitro em mulheres e em
protocolos de reproducdo animal. Ao invés de empregar doses de FSH e LH em
procedimentos como, por exemplo, em transferéncia de embrides (TF) e transferéncia
intrafalopiana de gametas (GIFT), poderia ser utilizado a activina A para induzir a
superovulacdo, ou até mesmo testar uma dose reduzida de FSH comercial com activina A. Em
reproducéo animal, ja foram relatados estudos sobre os efeitos da activina A no processo de
foliculogénese em diversos mamiferos, como gado (STOCK e cols., 1997), cabra (SILVA e
cols., 2004), ovelha (THOMAS e cols., 2003) e em primatas como 0 macaco Rhesus ( ALAK
e cols., 1996; ALAK e cols., 1998). Embora a maior parte das pesquisas referente a activina
estgjam destinadas a mamiferos, em outros vertebrados como peixes Zebrafish, Killifish,
Goldfish e espécies de truta, o papel da activina A foi investigado na esteroidogénese e
inducdo da maturacdo final do ovacito (WU e cols., 2000, CALP e cols., 2003; TADA e cols.,
2002; DIMUCCIO e cols., 2005; WANG e cols., 2006; CERDA e cols., 1996) e os efeitos da
activina A nestes vertebrados foram similares aos efeitos obtidos em mamiferos.

Além da aplicabilidade da activina A na &rea da reproducdo de vertebrados, a activina
A por participar de inimeros eventos fisiolégicos, podera ser utilizada também em outros
estudos envolvendo cancer, angiogénese, diferenciacdo de células tronco, regeneracdo de
tecidos, sobrevivéncia neural, processos inflamatérios, eritropoiese e outros, de modo a

oferecer uma ferramenta diagndstica e terapéutica no tratamento de diversas doencas.
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APENDICE A - Resultados obtidos com outros tratamentos de rACT bruta e purificada.
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APENDICE A - Resultados obtidos em tratamentos com outras doses de rACT bruta e
purificada

A figura Al apresenta os resultados obtidos com a dose de 35 g de proteina bruta. Na
andlise estatistica foi possivel observar uma diferenca significativa no peso dos ovarios entre
0s grupos tratados (0,0444 + 0,003) comparados ao grupo controle (0,0341 + 0,0023).
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Figura Al. Efeito dainjecdo de 35 ug derACT bruta (n = 8) e de salina (Sal, n = 7) sobre 0 peso dos ovarios de
ratas Wistar. * P < 0,05 vs controle.

A figura A2 apresenta os resultados obtidos com a dose de 30 ug proteina bruta de
rACT. ApGs o tratamento foi possivel observar uma diferenca significativa no peso dos
ov&rios entre os grupos tratados (0,044 + 0,0026) comparados ao grupo controle (0,0311+
0,0029).
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Figura A2. Efeito dainjecdo de 30 pg de rACT bruta (n = 4) e de salina (Sal, n = 4) sobre 0 peso dos ové&rios de
ratas Wistar. * P < 0,05 vs controle.
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Os resultados obtidos com o tratamento de 25 pg de rACT bruta séo apresentados na
figura A3. Na andlise foi possivel observar uma diferenca significativa no peso dos ovéarios

entre os grupos tratados (0,0431 + 0,0027) comparados ao grupo controle (0,0353 = 0,0015).

Peso Relativo (%)
o

rACT

Figura A3. Efeito dainjecdo de 25 pg de rACT bruta(n =7) ede sdlina(Sal, n = 7) sobre o peso dos ovérios de
ratas Wistar. * P < 0,05vs controle.

Os resultados do efeito da dose de 1 ug de rACT purificada sobre o peso dos ovarios
sd0 observados na figura A4. Foi observada diferenca significativa no aumento do peso dos
ovarios para o grupo tratado com activina purificada (0,0389 + 0,0025) quando comparado ao
grupo controle (0,0299 + 0,0009).
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Figura A4. Efeito da injecdo de 1 pg de rACT purificada (n = 6) e de salina (Sal, n = 4) sobre 0 peso dos
ovérios deratas Wistar * P < 0,05 vs controle.
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Os resultados obtidos no tratamento com a dose de 0,5 pug de rACT purificada s&0

apresentados na figura A5. Foi observadadiferenca significativa no peso dos ovéarios entre os
grupos tratados (0,0503 £ 0,002) quando comparado ao grupo controle (0,03631 + 0,0008).
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Figura A5: Efeito dainjecéo de 0,5 pg de rACT purificada (n = 5) e de salina (Sal, n = 4) sobre o peso dos
ovérios deratas Wistar. * P < 0,01 vs controle



ANEXO A - Plasmideo contendo o inserto cDNA da cadeia beta da activina
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ANEXO A - Plasmidio contendo cDNA da cadeia beta da activina flanqueada pelo gene
AOX (pACT).
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ANEXO B — Meios de culturas e solugdes
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MEIO DE CULTURA YPD

1% de extracto de levedura
2% de peptona
2% de dextrose

3,2 g de Select Agar para 100 mL do meio
MEIO DE CULTURA MGY

1,34% YNB

1% glicerol

4 x 10°% biotina

AguaMilli-Q para completar o volume.

MEIOS E SOLUCOES PARA BIORREATOR

Meio glicerol e sais (Preparo de 3 litros)

CaSO, 0,679

K2SO4 1359
MgSO,.7H,O0 11,25¢

KOH 309¢g

Gliceral 120 mL (40 mL/L)

Adicionar 20 mL acido ortofosforico e gjustar o pH a5 com hidroxido de amdnio.

PTM1

Sulfato cuprico 5H.0 6,09
lodeto de sddio 0,08 ¢
Sulfato de manganés 30¢g
Molibdato de sodio 2H.0O 02g
Acido borico 0,029
Cloreto de cobalto 0549
Cloreto de zinco 2009

Sulfato ferroso 7H.0 65,0 g
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Biotina 0,29
Acido sulfarico 5,0 mL

Completar paraum volume final de 1000 mL de H-O

Glicerol 50% + PTM 1

500 mL de glicerol

12 mL de PTM1

Completar com &gua para um volume final de 1000 mL

Metanol + PTM1

12 mL de PTM1 completar com metanol até um volume de 1000 mL.
Biotina 500 X

20 mg de biotina gsp 100 mL de solugéo.

SOLUCOES PARA ESTIMAR PROTEINAS

BSA (Soroal bumina bovino)
0,1 mg/ mL

Coomassie blue G -250 (Proteoguant)

Preparacdo para um litro:

100 mg de coomassie blue G-250

100 mL de é&cido orto-fosforico 85%

50 mL de etand 96%

850 mL de agua destilada

Pesar 100 mg de coomassie e colocar sob agitacéo por 30 min na solucéo de 100 mL de &cido
orto-fosforico 85%, mais 850 mL de dgua destilada, o que ndo dissolver acrescentar o etanol.
SOLUCOES PARA SDS-PAGE

Tampao de amostra
2,4 mL detampdo TrisHCI 1 M pH 6,8
0,89 de SDS;

4 mL de glicerol 100%;



500 pL de B-mercaptoetanol;
50 ulL de azul de bromofenol 0,1% (p/v)

Completar o volume final para 10 mL.

Soluc¢ao de acrilamida-bisacrilamida 30%
Acrilamida- 29,20 g

Bis-acrilamida- 0,8 g

Completar para 100 mL de solucéo.

Filtrar e colocar em um frasco escuro a4 °C

Tampao do gel de separacio
TrisHCI 2 M (pH 8,8)/ SDS

24,22 gde Tris

0,49deSDS

Completar o volume final para 100 mL

Tampao do gel de empacotamento
TrisHCI 1 M (pH 6,8)/SDS
12,1 gdeTris

0,4g9deSDS
Completar o volume final para 100 mL
Persulfato de amoénio (PSA) 10%

0,5 g de persulfato de ambnio em 5 mL de &gua deionizada.

Tampao de corrida 10X
30gTris;

144 g glicing;

10g SDS,

Completar paravolumefina delL.
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Gel de poliacrilamida 12,5%

2,7 mL de agua deionizada

2,0 mL de tampé&o de separacéo

3,3 mL dasolucéo de acrilamida/ bisacrilamida
100 pL de PSA

8,5uL TEMED

Dearear antes de adicionar o TEMED

Gel de empacotamento 5%

2,0 mL de aguaMilliq

833 uL de tampéo de empacotamento

417 pL de solugéo de acrilamida/ bisacrilamida
50 uL de PSA

10 uL de TEMED

SOLUCOES PARA WESTERN BLOT

Salina fosfato tamponada (PBS) 10X

Solucgédo A: NaH,PO, 0,5 M;

Solucégo B: N&eHPO4 0,5 M;

Em um bequer contendo 90 g de NaCl e a solucdo B, adicionar asolugdo A até que o pH atinja
7,4. Filtrar.

Na solucdo de PBST adicionar Tween 20%.

SOLUCOES PARA CROMATOGRAFIA LiIQUIDA: TAMPOES E SOLVENTES

Tampao de eluicdo para cromatografia de filtraciao
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Sephacryl S-200 (Acetato de amdnio 50 mM com cloreto de sddio 0,3 M e azida sodica 0,02 %)
3,85 g de acetato de aménio
17,53 g de NaCl

0,2 g de azida sodica
Adicionar 900 mL de &gua, gjustar o pH para 7,5 com adicdo HCI. Ajustar o volume paral L.



ANEXO C - Protocolos
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ANEXO C - PROTOCOLO DE COLORACAO TECNICA H/E (EMPRESA HISTOTECH
LTDA)

Processamento, inclusido e obtenciao dos cortes:

Apo6s a fixagdo dos fragmentos feita em formol 10%, os materiais foram desidratados em
banhos sucessivos de etanol em concentraces crescentes (70-100%) e diafanizados em xilol.
Trés banhos de 2 horas em parafina precederam a inclusdo em bloco no mesmo material. Segue

abaixo a tabela das concentracdes crescente de acool, e a parafinizacao:

Solucio / tempo

Alcool 70% - 1 hora
Alcool 95% -1 hora
Alcool absoluto -6 horas
Xilol- 3 horas

Parafina- 6 horas

As pecas foram incluidas em parafina. Foram obtidos cortes na posi¢éo longitudina com 5
um de espessura, em microtomo manual ( Leica— RM 2145). Os cortes uma vez coletados em
l&minas, fora desparafinizados, tendo as |aminas passadas pela sequéncia de imersdes descrita no
quadro abaixo, foram corados pelo Hematoxilina de Harris e Eosinade Lison .

Solucio / Tempo
Xilol | - 10 min
Xilol 11- 10 min

Alcool abs- 5 min

Alcool 95 %- 5 min

Alcool 70 %- 5 min

Lava em agua corrente - 3 min
Hematoxilina -5 min
Diferenciador - rgpido
Eosna -1min

Lavar rapido

Alcool 70% - 30 seg



Alcool 95% - 30 seg
Alcool abs- 3 min
Alcool abs- 5min
Alcoo/xilol (1:1) - 5 min
Xilol - 5min

Xilol - 5 min

Montagem em balsamo da Fischer.

70



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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