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PREFACIO

Esta é uma obra audaciosa. De um lado, ela contém a saudavel ousadia
de congregar o conhecimento cientifico e tecnologico disponivel no campo
da biotecnologia em suas aplicacdes nas areas da saude e da agroindustria.
Do outro, é o resultado do trabalho de 376 autores, todos com destacada
atuacao na vida académica brasileira e internacional.

Os quatro volumes de Biotecnologia Aplicada a Saude: Fundamentos
e Aplicacoes e Biotecnologia Aplicada a Agro&Indiistria: Fundamentos e
Aplica¢bes, ao reunir uma centena de artigos, expressam diversidade tema-
tica de tal grandeza que desaconselha sua sumarizag¢do neste espaco. Este
conjunto ainda conseguiu agregar, por meio de textos sucintos e objetivos,
os passos mais recentes da biotecnologia com os conhecimentos classicos
que estavam registrados em diferentes publicagdoes. Em cada capitulo sdo
apresentadas as raizes que sustentam as técnicas e os modelos apresenta-
dos pelos autores. Pensando no aprendizado de estudantes — e também nos
passos de profissionais que se interessem em introduzir-se na biotecnolo-
gia utilizando técnicas recentes e sem restri¢des de modelos celulares —, os
textos apresentam as metodologias e os procedimentos para a realizagdo
de experimentos.

Assim, temos em maos uma obra didatica que vem a contribuir com nos-
sos cursos de graduagdo e de pos-graduacao, de alguma maneira dedicados
a biotecnologia e/ou as dreas da saude e da agroinddustria.

Ha ainda mais uma grande virtude neste trabalho organizado pelos pro-
fessores Rodrigo Resende e Carlos Ricardo Soccol: sua sintonia com as
necessidades atuais da ciéncia brasileira em uma 4rea estratégica para o pais.

A biotecnologia é uma das disciplinas nas quais mais facilmente podemos
enxergar o impacto social da ciéncia. Por exemplo, o diagnéstico e trata-
mento de muitas doencgas sdo fruto do uso da biotecnologia na saide humana
e animal, assim como a reducdo no uso de agrotoxicos na agricultura.

Nas udltimas duas décadas, a ciéncia brasileira deu um grande salto.
Resume esse avango o fato de termos passado de posi¢dao intermediaria para
posicdo de relativo destaque na produgio cientifica mundial. Contudo, trés
grandes desafios se apresentam correntemente: aumentar o impacto da cién-
cia brasileira na ciéncia mundial; dar a ciéncia e tecnologia posi¢ao de pro-
tagonista do desenvolvimento econémico, social e cultural do pais; expan-
dir o sistema de producao cientifica, hoje baseado no mundo académico,
para o mundo empresarial.
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Considerando ainda que a biotecnologia é uma 4rea das mais promisso-
ras para o nosso desenvolvimento sustentado, esta mais do que entendida a
importancia desta obra em todos os contextos em que ela se encaixa.

Ademais, Biotecnologia Aplicada a Saivide: Fundamentos e Aplicacoes e
Biotecnologia Aplicada a Agro&Industria: Fundamentos e Aplicacoes reve-
lam a abrangéncia da biotecnologia brasileira e sua inser¢ao dinimica em
nossa vida cientifica. Os 376 autores estdo distribuidos por 39 universi-
dades e 27 institutos de pesquisa, e atuam em mais de 150 programas de
po6s-graduacio.

Como presidente de uma institui¢do cuja principal missdo é trabalhar
para o progresso da ciéncia no Brasil, entendo que a chegada desta obra
deve ser comemorada, e seu conteudo — pertinente e atual — certamente vai
ajudar a biotecnologia a acelerar a ciéncia brasileira e seu protagonismo na
vida nacional.

Helena B. Nader

Professora Titular de Biologia Molecular,
Escola Paulista de Medicina, UNIFESP
Presidente da Sociedade Brasileira

para o Progresso da Ciéncia (SBPC)



APRESENTACAO

Antes de qualquer consideragdo, devo destacar a enorme satisfagio em
ter sido convidado para efetuar a presente “Apresentacdo”, motivo pelo qual
agradeco aos organizadores Rodrigo R. Resende e Carlos Ricardo Soccol
pela grata oportunidade.

Trata-se de uma sequéncia de quatro livros, sendo trés deles (volumes I ao
III) intitulados Biotecnologia Aplicada a Savide: Fundamentos e Aplicacées,
e o quarto (Volume 1V), Biotecnologia Aplicada a Agro&Indiistria:
Fundamentos e Aplicacdes. O Volume I esta dividido em 4 partes que com-
preendem 19 capitulos; o Volume II, 4 partes e 28 capitulos; o Volume III,
5 Partes e 26 capitulos; e o Volume 1V, 6 partes e 27 capitulos, ou seja, um
global de 19 grandes topicos e 100 capitulos. Certamente o esfor¢co dos
organizadores foi muito significativo, pois acionaram nada menos do que
376 autores de capitulos, que militam em 69 instituicoes de ensino e pes-
quisa no Brasil.

Parte significativa desta sequéncia de livros se dedica ao desenvolvimento
de bioprocessos para a produ¢do de produtos de alto valor agregado, utili-
zados, por exemplo, na drea de saide humana e animal, sendo parte deles
através do emprego de células alteradas geneticamente, de forma a se contar
com agentes de conversiao mais adequados, bem de acordo com os atuais
desenvolvimentos relacionados a moderna biotecnologia.

Deve-se ressaltar, como algo de grande importancia, a preocupag¢io nos
varios capitulos com a descricio de procedimentos experimentais detalha-
dos, objetivando um mais rdpido aprendizado das técnicas disponiveis na
moderna biotecnologia.

Assim sendo, tenho a certeza de que este conjunto de quatro livros ird em
muito acelerar o desenvolvimento da biotecnologia em nosso pais. Trata-se
de uma obra necessaria para o ensino e a pesquisa da biotecnologia, tanto
na gradua¢do quanto na pds-graduacio. Cabe, portanto, cumprimentar os
organizadores pela iniciativa e esfor¢o para concretizar a presente obra.

Prof. Dr. Willibaldo Schmidell
Professor Titular (Aposentado) na Escola Politécnica da USP
Professor Visitante

Depto. Engenharia Quimica e Eng. de Alimentos
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
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MICRORGANISMOS:
ENGENHARIA
GENETICA PELA
TECNOLOGIA

DO DNA
RECOMBINANTE

Edson Junior do Carmo
Marcia Neiva
Spartaco Astolfi-Filho

1.1 INTRODUCAO

A elucidagdo da estrutura do DNA por Watson e Crick! em 1953 foi um
marco para a biologia molecular, e os anos que se seguiram foram ricos em
descobertas sobre sua replicagdo, transcricio e expressdo. Nesse periodo
estabeleceram-se as bases para a sintese quimica de DNA e desvendaram-se
também o codigo genético e o processo de regulacao da expressio génica em
seres procariontes (bactérias). Nessas duas décadas de 1950 e 1960, extre-
mamente proficuas nas descobertas que desvendaram o dogma central da
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biologia molecular, essa area de pesquisa era sem duvida a mais académica
das areas das ciéncias biologicas. Entretanto, foi nesse periodo que as bases
foram estabelecidas para o surgimento da Tecnologia do DNA Recombinante
(TDR), a qual também pode ser denominada de engenharia genética moderna.

No inicio dos anos 1970, dois grupos do estado da Califérnia (Estados
Unidos) inventaram dois processos diferentes de se realizar recombinagio
de DNA de espécies diferentes in vitro. Em 1971, o grupo de Paul Berg (da
Stanford University) construiu iz vitro a primeira molécula de DNA recom-
binante, um hibrido de DNA de bacteriéfago lambda e do virus SV-402,
sendo que por razdes de ordem ética e de biosseguranga essa molécula
hibrida nao foi introduzida na bactéria Escherichia coli. Em 1973, Herbert
Boyer (University of California at San Francisco) e Stanley Cohen (Stanford
University) construiram moléculas hibridas de plasmideos bacterianos?® e
também introduziram DNA ribossomal de sapo em um plasmideo, e essas
moléculas hibridas foram entdo introduzidas na bactéria E. coli, em que
mostram a capacidade de replicacao conferida pelos plasmideos.

O conjunto de ferramentas e técnicas utilizadas no ambito da TDR veio
sanar limitacoes metodologicas existentes até entdo e tornou possivel o isola-
mento de genes especificos a partir do DNA das mais diversas fontes. Assim,
possibilitou que se estudasse melhor a regulagdo desses genes, em especial os
provenientes de eucariotos. Além disso, essas técnicas viabilizaram a recom-
binacdo génica entre espécies distintas, abrindo a possibilidade de criacao
de organismos nio encontrados na natureza, os denominados transgénicos.
Esses organismos, por sua vez, podem ser utilizados para diversos estudos
ou para a area de biotecnologia industrial, especialmente nos setores agro-
pecudrio e farmacéutico.

Até o surgimento dessa tecnologia, no setor farmacéutico industrial as
principais fontes disponiveis para a obten¢do de proteinas e outras molécu-
las para uso terapéutico eram animais e plantas. Nesse contexto, a insulina
humana que era obtida por processo de extragcao de pancreas de boi e porco
passou a se produzida por E. coli geneticamente manipulada, resultando
no primeiro produto recombinante de uso clinico aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA, a agéncia regulatéria de medicamentos e ali-
mentos dos Estados Unidos) no inicio da década de 1980, e abriu as portas
para uma nova era na obten¢do de proteinas em larga escala. Desde entdo,
o termo biofadrmaco comegou a ser utilizado para designar os produtos tera-
péuticos obtidos com o uso da TDR e iniciou-se um intenso processo de
desenvolvimento técnico, objetivando a utiliza¢ao de outros microrganismos
como leveduras e fungos filamentosos.
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Dados recentes mostram que no mercado existem 151 produtos recombi-
nantes aprovados para uso terapéutico pela FDA e pela European Medicines
Agency (EMEA). Aproximadamente 50% deles sdo obtidos com o uso de
microrganismos, sendo que 30% dessas proteinas sdo produzidas por E.
coli*, que ainda é o sistema mais amplamente utilizado tanto para clonagem
quanto para a expressdo de proteinas heter6logas. Isso se da pela facilidade
de manuseio, crescimento rapido, facil mudanga de escala de producio e
custo relativo baixo. No entanto, embora a E. coli ainda ocupe esse posto de
destaque, a demanda pela producio eficiente de proteinas mais complexas,
com modifica¢des pds-traducionais, que nio sao feitas em bactérias, prin-
cipalmente glicoproteinas e em especial anticorpos monoclonais (do inglés
monoclonal antibodies, mAbs), levou ao desenvolvimento de sistemas eficien-
tes de producdo desses tipos de moléculas baseados em células de mamiferos
em cultura. Para produ¢ao de mAbs em larga escala utilizam-se, atualmente,
células de mamifero da linhagem CHO (do inglés chinese hamster ovary),
geneticamente programadas contendo genes de anticorpos monoclonais.

Hoje, cerca de quarenta anos apés o inicio da engenharia genética (TDR), ana-
lisando a evolugao da area, podemos dizer que a TDR foi uma evolugao natural
da biologia molecular, pois um de seus maiores trunfos atuais € a possibilidade de
sintetizar quimicamente genes naturais ou desenhados por nos. Essa técnica foi
desenvolvida em grande parte pelo grupo liderado por H. G. Khorana®, que tra-
balhou em diversas Institui¢oes nos Estados Unidos, inclusive no Massachussets
Institute of Technology (MIT). Essa facilidade, turbinada pelo advento da auto-
matizagdo da reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain
reaction — PCR)®, popularizou outra forma de denominar o conjunto das técnicas
atuais avangadas de engenharia genética, engenharia de proteinas e engenharia
metabodlica: “biologia sintética”. Além disso, podemos dizer que gracas a essa
tecnologia, a biologia molecular deixou de ser essencialmente académica e passou
a ser a area das ciéncias biolégicas com maiores possibilidades de aplicagdes no
setor industrial.

Neste capitulo, veremos uma sintese das principais ferramentas utiliza-
das na Tecnologia do DNA Recombinante, seu uso e evolu¢do, assim como
exemplos de aplicagdo na area farmacéutica.

1.2 AS FERRAMENTAS DA TDR

De modo sucinto, a TDR pode ser definida como um conjunto de téc-
nicas que possibilita a manipulag¢do e combinacdo de sequéncias génicas
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provenientes de diferentes organismos com os mais diversos fins. No labo-
ratério, quando estamos isolando genes e construindo células/seres trans-
génicos, também dizemos que estamos realizando “Clonagem Molecular de
Genes”. O processo de clonagem molecular baseia-se principalmente em
quatro passos principais, a saber:

1) Selecio e isolamento de uma sequéncia de DNA ou um gene a ser clonado.

2) Selecdo de um elemento transportador dessa sequéncia clonada para uma
célula hospedeira, denominado vetor genético.

3) Ligacdo da sequéncia a ser clonada ao vetor genético e insercao do con-
junto gene/vetor na célula hospedeira.

4) Selecao de células hospedeiras possuidoras da marca do vetor que indica
que tais células incorporaram o DNA de interesse.

A molécula recombinante é introduzida em uma célula hospedeira (Figura
1.1), na qual se multiplica autonomamente ou em paralelo ao genoma hos-
pedeiro. A medida que a célula hospedeira receptora do DNA recombinante
vai se dividindo, o material recombinante também se divide e é transmitido
as células filhas, formando, assim, um clone de células iguais. Como conse-
quéncia, o gene ou o fragmento de DNA de interesse é amplificado muitas
vezes e pode ser isolado e caracterizado.

No processo de clonagem molecular sdo utilizados diferentes instrumen-
tos (ferramentas) moleculares, que serdo apresentados a seguir.

1.2.1 Endonucleases de restricao

Enzimas que clivam moléculas de acidos nucleicos sio chamadas de
nucleases. As que clivam as moléculas no seu interior sio denominadas de
endonucleases, enquanto as que degradam os acidos nucleicos de suas extre-
midades para o interior sio chamadas de exonucleases.

As endonucleases de restricio sao consideradas enzimas-chave no pro-
cesso de clonagem molecular. Sio enzimas que naturalmente fazem parte do
sistema de defesa de um microrganismo procarionte, protegendo-o contra
a invasao de DNA exdgenos, por exemplo, de um virus cujo genoma seja
de DNA que queira infectar a célula. Essas enzimas reconhecem sequéncias
especificas do DNA dupla fita e tém a capacidade de cortar seletivamente o
DNA estranho em regides especificas, denominadas sitios de restricio. E essa
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Figura 1.1 Exemplo de clonagem molecular — construcdo de uma biblioteca gendmica. O vetor de clonagem, no caso o plasmideo
pUC18, & digerido com a enzima de restricio FcoRl e entdo tratado com fosfatase alcalina. O DNA cromossomal é digerido com a mesma
enzima de restrictio, e a seguir os fragmentos sdo ligados ao plasmideo pela DNA ligase, resultando em um conjunto de plasmideos

recombinantes pRECs. Esses plasmideos sdo, entdo, inseridos nas células hospedeiras, num processo denominado de transformagdo

genética. Tais células, por sua vez, sio plaqueadas em meio seletivo.
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habilidade que torna as endonucleases de restri¢io ferramentas importante
na manipulacdo de acidos nucleicos.

As endonucleases de restri¢ao utilizadas em engenharia genética sao ori-
gindrias de microrganismos e podem ser classificadas em trés tipos (tipos
I, IT e III), de acordo com a especificidade de a¢do, cofatores e substratos
requeridos. Como os mecanismos de acdo das enzimas do tipo I e tipo III
sao mais complexos e ndo sio muito utilizados em engenharia genética, esses
tipos ndo serdo abordados neste capitulo.

As enzimas do tipo II sao empregadas para esse fim por reconhecerem
sequéncias nucleotidicas especificas, geralmente palindromicas. Uma sequén-
cia palindromica, ou simplesmente palindromo, ¢ um segmento de DNA em
que as duas fitas tém a mesma sequéncia, tanto quando uma fita é lida da
esquerda para a direita como quando a outra € lida da direita para esquerda.
Ao reconhecer um palindromo especifico, as enzimas de restri¢io cortam
DNA dupla fita, na sequéncia de reconhecimento, deixando os fragmentos
com dois tipos de extremidades possiveis: extremidades coesivas (stick ends)
ou extremidades abruptas (blunt ends).

A enzima de restri¢io BamHI, como pode ser observado na Figura 1.2,
reconhece a sequéncia 5’-GGATCC-3’ e, ap6s o corte, origina extremidades
de DNA coesivas (stick ends), com extremidades 5 protuberantes. Do mesmo
modo, a enzima Pstl reconhece a sequéncia 5’-CTGCAG-3’ e o corte origina
extremidades também coesivas, mas dessa vez a extremidade protuberante é

]!
57" GGATCC3’ 5’ CTGCAG3’ 5'TTTAAA3Z’
3"CCTAGCS’ 3’'GACGTCS' 3’AAATTTS'
BamHI Psil Dral
5'G GATCC3’ 5’ CTGCA G3’ 5 OTTT AAA3’
3’ CCTAG E57 3'G ACGTCS5’ 3'AAA TES .

Figura 1.2 Esquema ilustrativo dos tipos de corte de enzimas de restricdo. (a) Enzima BamHl: extremidade 5 coesiva, (b) enzima Pstt:
extremidade 3" coesiva, (c) enzima Dral: extremidade abrupta. Note que as sequéncias de reconhecimento sio palindromos.
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a 3’. Diferentemente, outros tipos de enzimas, como a enzima Dral, clivam a
sequéncia de reconhecimento na mesma posi¢dao nas duas fitas de DNA, origi-
nando extremidades de DNA abruptas em fita dupla (blunt ends).

E importante frisar que um dos passos da constru¢do de uma molécula de
DNA recombinante é a liga¢ao ou unido entre fragmentos, e as extremida-
des coesivas geradas pelo corte podem ser pareadas por complementaridade
e ligadas eficientemente pelas DNA ligases. Nesse sentido, é também possivel
ligar fragmentos de DNA obtidos por cortes de enzimas diferentes desde que
tenham extremidades compativeis, como no caso dos cortes com BamHI e
BgllI (Figura 1.3). Fragmentos de DNA de extremidades abruptas podem ser
ligados, porém o sao com menos eficiéncia. Para contornar essa limitagao, o
pesquisador pode aumentar a quantidade de DNA ligase no sistema de ligac¢ao.

As sequéncias de reconhecimento sdo, na maioria das vezes, de quatro ou
seis nucleotideos. No entanto, hd enzimas de cortes raros que reconhecem e
clivam um ponto especifico de uma sequéncia de oito nucleotideos ou de até
mais nucleotideos. Enzimas de cortes raros, como Notl e Pacl, que reconhe-
cem sequéncias de oito nucleotideos, sdo interessantes em estratégias de clo-
nagem molecular, pois tém menos chances de ser encontradas ao longo das
sequéncias do DNA-alvo.

!
5'GGATCC3’ 5'AGATCT3’
3/ CCTAGCS’ 3/ TCTAGAS’
i)
lgmm lBgm
3G GATCC3’ 5'A GATCT3’
3’CCTAG  C5’ 3'TCTAG A5’

l Unido das extremidades compativeis

5'GGATCT3'
3’CCTAGAS’

Figura 1.3 Compatibilidade dos sitios de restricto. Unido de extremidades coesivas geradas por cortes produzidos por enzimas de
restricdo diferentes.
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Uma maneira pratica de se determinar a ocorréncia de certo sitio na
molécula é fazer um experimento de andlise de restri¢io com a enzima e
visualizar os fragmentos obtidos por eletroforese em gel de agarose. Na
Figura 1.4 pode ser visualizada uma analise de restricio de plasmideos
recombinantes de clones de uma biblioteca de cDNA da glandula do veneno
da serpente Bothrops atrox. Os cDNAs com extremidades colantes de Sfil
foram ligados a moléculas do vetor pDNR-Lib, pré-digerido com a mesma
enzima e tratados com fosfatase alcalina, e o conjunto inserido por eletro-
poragao em E. coli. Plasmideos extraidos de doze diferentes clones recombi-
nantes foram digeridos com a enzima de restri¢ao Sfil e analisados por ele-
troforese em gel de agarose para se determinar o tamanho dos fragmentos
clonados. Um experimento dessa natureza pode tanto permitir a determina-
¢ao dos tamanhos de fragmentos clonados quanto a quantidade de sitios
presentes ao longo da molécula.

Figura 1.4 Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos de restrico. Neste experimento foi possivel mostrar que cDNAs
de diferentes tamanhos foram clonados no plasmideo pDNR-Lib. A visualizagtio do DNA foi possivel pela coloracdo com o composto
fluorescente brometo de etidio.

Em relagio a nomenclatura, a denominacdo dada a uma enzima de res-
tri¢ao é derivada do nome do microrganismo de onde ¢é isolada, contendo
também a identificacdo da cepa e um numero correspondente a ordem cro-
nolégica de isolamento de enzimas daquela espécie. Por exemplo, a primeira
enzima de restri¢cao isolada da bactéria Bacillus globigii recebeu o nome
de Bgll; a descoberta de outra enzima na mesma bactéria que reconhece
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e clivava outro sitio de restri¢cio foi nomeada de BglIl. Da mesma forma,
enquanto a primeira enzima de restri¢do de Escherichia coli cepa R recebeu
o nome EcoRI, na ordem cronolégica, a quinta enzima isolada dessa cepa
foi denominada EcoRV. Na Tabela 1.1, a seguir, sdo apresentadas algumas
enzimas de restricao utilizadas em engenharia genética, suas sequéncias de
reconhecimento e o microrganismo de origem.

Tabela 1.1 Algumas das principais enzimas de restrigio utilizadas em clonagem molecular

ENZIMA DE SITIO DE CLIVAGEM

RESTRICAO Y TIPO DE CORTE ORGANISMOS DE ORIGEM
Alul AGCT Blunt Arthrobacter luteus
BamHI GGATCC Stick Bacillvs amyloliquefaciens
Bglll AGATCT Stick Bacillus globigii
BspMAI (TGCAG Stick Bacillus species M
Dral TTTAAA Blunt Deinococcus radiophilus
EcoRI GAATTC Stick Escherichia coli
Haelll 66CC Blunt Haemaphilus aegyptius
Hpall (CG6 Stick Haemophilus parainfluenzae
Kpnl GGTACC Stick Klebsiella pneumoniae
Notl 666CC6C Stick Nocardia ofitidis-caviarum
Pacl TTAATTAA Stick Pseudomonas alcaligenes
Pstl (TGCAG Stick Providencia stuartii
Pyul (GATCG Stick Proteus vulgaris
Pull (AGCTG Blunt Proteus vulgaris
SnaBl TACGTA Blunt Sphaerotilus natans
Xhol (TCGAG Stick Xanthomonas holcicola

E possivel observar na Tabela 1.1 que as enzimas BspMAI e PstI reconhe-
cem o mesmo sitio de clivagem. Quando duas ou mais enzimas de restricao
reconhecem a mesma sequéncia nucleotidica, sao chamadas de isosquizd-
meros. Em engenharia genética, o emprego de isosquizoOmeros é vantajoso
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principalmente para isolar ou produzir fragmentos de DNA com enzimas
alternativas, aumentando as possibilidades de estratégias de clonagem.

1.2.2 DNA ligase

A DNA ligase é uma ferramenta fundamental para a formag¢ao de molécu-
las recombinantes de DNA, pois essa enzima é, na maioria dos casos, respon-
savel por selar eficientemente a unido de duas moléculas diferentes. A DNA
ligase promove a ligacdo fosfodiéster entre os grupos fosfato da extremidade
5’ e a hidroxila da extremidade 3* de moléculas de DNA numa reagdo depen-
dente de ATP e magnésio (Mg?**) como cofator. Nas células, a ligase parti-
cipa do processo de duplicagio do DNA da ligacdo dos fragmentos de Oka-
zaki e do processo de reparo das moléculas de DNA. As reacdes de ligacao
sao mais eficientes em extremidades coesivas, que podem se emparelhar por
complementaridade e deixar as extremidades 3’OH e 5°P mais proximas para
ocorrer a ligacdo. No entanto, extremidades abruptas também podem ser
ligadas pela acdo catalitica dessa enzima. A Figura 1.5 ilustra os detalhes da
acao da T4 DNA ligase extraida de E. coli infectada com bacteri6fagos T4.

1.2.3 DNA polimerase |

A primeira DNA polimerase isolada foi a DNA polimerase I de Escherichia
coli. Como todas as DNA polimerases conhecidas, ela catalisa a sintese de
DNA utilizando como substrato nucleotideos trifosfatados (nucleosideos tri-
fosfatos) e uma molécula de DNA fita simples preexistente a partir de um
iniciador (primer). A nova fita é polimerizada no sentido 5’ para 3’, como
mostra a Figura 1.6.

Além da atividade de sintese na dire¢do 5’ para 3’, ela possui atividade
de exonuclease tanto na direcdo 5’ para 3’ quanto 3’ para 5’. Umas das
principais utiliza¢bes era a obtencao de sondas de DNA marcadas rodioati-
vamente, num processo denominado nick-translation.

A DNA polimerase I tem sido utilizada in vitro para diferentes proposi-
tos, como, por exemplo: marcagio de DNA por nick translation, sintese da
segunda fita de ¢cDNA, amplificacio de fragmentos de DNA ou mesmo
genes inteiros por meio de uma técnica conhecida como reagao em cadeia
da polimerase (PCR), que serd explicada mais adiante neste capitulo. Para
reacoes de PCR, utiliza-se a DNA polimerase I da bactéria Thermus
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DNA ligase

DNA ligase

Figura 1.5 Mecanismo de ado da T4 DNA ligase. A enzima é ativada ao se ligar ao nucleosideo AMP a partir da reagdo com o ATP.
0 grupo AMP-enzima liga-se covalentemente ao grupo fosfato 5” exposto, facilitando que o dtomo de fésforo sofra ataque nucleofilico
a partir do oxigénio da hidroxila da extremidade 3', catalisando a ligncdo das duas extremidades. Na sequéncia, o complexo grupo
AMP-enzima se solta da molécula de DNA.

25
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aquaticus, que tem alto grau de resisténcia ao aquecimento e é denominada
de Tag polimerase.

P P P P

"""" jii
________ poffo8ofo
: 8

Pdiiiipipv
________ 993398:32

Figura 1.6 DNA polimerase I. Sintese de uma nova fita de DNA pela DNA polimerase | a partir de um primer e uma fita molde. No sitio

ativo da enzima, o fosfato alfa do nucleosideo trifosfato (substrato) sofre atague nucleofilico do par de elétrons da hidroxila 3'0H do
primer, resultando na adicto de um nucleosideo monofosfato @ cadeia nascente e liberacto de pirofosfato.
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Algumas DNA polimerases termofilicas, como a Tag polimerase, adi-
cionam apoés a sintese um nucleotideo de adenina em cada extremidade
3’-OH. Essa caracteristica € utilizada para clonagem em outras moléculas
com extremidades complementares, terminadas em nucleotideos de timina.
Outras polimerases recombinantes, como a enzima denominada Pfu, nao
adicionam nucleotideos nas extremidades, deixando-as propicias a ligacao
em moléculas de extremidades blunt ends.

1.2.4 Enzima Klenow

E um fragmento proteico resultante da clivagem da DNA polimerase I de
E. coli com a protease subtilisina, que elimina a atividade de exonuclease
da dire¢do 5’ para 3. Mantém apenas a atividade polimerasica dependente
de primer e a atividade exonucledsica do sentido 3” para o 5°, que pode ser
inibida na presenca de excesso de nucleotideos.

E utilizada nas ocasides em que se deseja obter a sintese de novas fitas de
DNA, mas sem correr o risco de que suas extremidades 5’ sejam degradadas,
como por exemplo: para realizar reacoes de sequenciamento pelo método
classico de Sanger, para preencher extremidades coesivas (stick ends) de
sitios de enzimas de restri¢do transformando-as em extremidades abruptas
(blunt ends) e para obter sondas de DNA marcadas radioativamente pelo
método de randon primers.

Na marca¢ao de DNA pelo método de randon primers, o DNA dupla fita
a ser marcado é misturado com um conjunto de primers de cinco ou seis
nucleotideos sintetizados com sequéncias aleatérias (randdmicas) e, entdo,
desnaturado por aquecimento em banho-maria. Em seguida, é colocado no
gelo para que os primers se anelem ao DNA fita simples em sequéncias com-
plementares. A seguir, adicionam-se os quatro nucleotideos trifosfatados,
sendo pelo menos um deles marcado na posi¢ao alfa com P3? e a enzima
Klenow. A temperatura é entdo elevada a 16 °C, para que catalise a polime-
rizacdo e ocorra a consequente marcag¢ao radioativa.

1.2.5 T4 DNA polimerase

Esta enzima também catalisa a sintese de DNA na dire¢ao 5’ para 3’,
requerendo uma fita molde de nucleotideos trifosfatados e um primer. Ao
contrario da DNA polimerase I, porém, a T4 DNA polimerase ndo possui
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atividade exonucleasica do sentido 5’ para 3’; no entanto, sua atividade
exonucledsica no sentido 3’ para 5’ é consideravelmente superior. Por esse
motivo, é usada para a producdo de extremidades blunt ends em moléculas
de DNA, retirando nucleotideos das extremidades 3’ das moléculas e recolo-
cando-os com sua atividade polimerdsica. Além disso, também é aplicada na
sintese da segunda fita quando se usa a técnica de mutagénese sitio-dirigida.

1.2.6 Transcriptase reversa

A transcriptase reversa é uma DNA polimerase RNA dependente, produ-
zida naturalmente por retrovirus, capaz de realizar o processo de transcri¢ao
inversa, ou seja, catalisa a formagdo de uma fita de DNA a partir de um molde
de RNA fita simples, de dNTPs e um iniciador (primer) com extremidade
3’0OH livre. Esta enzima também catalisa a forma¢ao de uma fita de DNA a
partir de um molde de DNA fita simples e um iniciador. E utilizada, princi-
palmente, para sintetizar DNA complementar (¢cDNA) a partir de sequéncias
de mRNA, que pode ser utilizado na preparagdo de bibliotecas de cDNA ou
para realizar PCR a partir de um molde inicial de RNA (RT-PCR, do inglés
reverse transcription-polymerase chain reaction).

1.2.7 Topoisomerases

As DNA topoisomerases sao nucleases reversiveis, pois sao capazes de cli-
var e refazer as ligagoes fosfodiéster nos eventos relacionados as mudangas
na topologia do DNA durante os processos replicacio, transcricao, recom-
binag¢do e remodelagem da cromatina, pela introdu¢ao de uma quebra tem-
poraria em ambas as fitas (topoisomerase II) ou numa tunica fita (topoisome-
rase I) da hélice dupla do DNA, tanto em eucariotos quanto em procariotos.
Durante o processo de duplicagio do DNA, essas enzimas promovem o rela-
xamento das fitas de DNA, retirando a tensao provocada pelo enovelamento
da molécula apos catalisar sua quebra e posterior rearranjo’.

As topoisomerases I catalisam o rompimento da liga¢do fosfodiéster de
uma das fitas da molécula que se encontra espiralada. Parte da energia libe-
rada com o rompimento é, entdo, conservada no ponto de quebra na forma
de ligacdo covalente entre os grupamentos fosfatos. A fita clivada depois
gira sobre a estrutura da fita intacta da molécula e ocasiona o relaxamento
da cadeia de DNA, seguido pela restauragdo da ligacdao da fita quebrada
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utilizando a energia resultante da clivagem da ligacao fosfodiéster®. Diferen-
temente, as topoisomerases Il catalisam a clivagem das duas cadeias de DNA
simultaneamente, podendo tanto introduzir ou retirar a tensdo espiral da
fita, possibilitando o giro das fitas através do corte e sua posterior religacao,
similarmente ao que ocorre com a topoisomerase I. Em engenharia genética,
as propriedades das topoisomerases sao aplicadas em clonagem de fragmen-
tos em vetores sem a utilizacdo da enzima DNA ligase, o que serda mais bem
explanado quando tratarmos de vetores de clonagem, mais adiante.

1.2.8 Terminal transferase

Terminal desoxinucleotidiltransferase (TdT) é uma enzima polimerase
que apresenta a capacidade de adicionar nucleotideos na extremidade 3°’°OH
de DNA fita simples ou dupla, a partir de desoxirribonucleosideos trifosfa-
tos, sem necessidade de molde. Esta proteina foi uma das primeiras enzimas
com atividade de DNA polimerasica identificada em mamiferos’. Durante
muito tempo nao se sabia exatamente qual era o seu papel biolégico, mas
hoje ja sabe que a TdT ¢é responsavel pela adicdo randémica de nucleotideos
durante os processos de recombina¢dao V(D)] de genes de imunoglobulinas,
que levam a diversidade imunologica!®. Além da atividade de transferase, a
TdT possui atividade 3’-oligodeoxinucleotidilquinase, catalisando a reacao
de fosforilacio de um oligodeoxinucleosideo no grupo 3’ hidroxil'’.

A polimeriza¢do com TdT nio depende de molde de DNA e depende de
ion bivalente como cofator, principalmente Mg**, Zn**, Co** ¢ Mn**. Em
engenharia genética, as reagoes de adi¢ao de nucleotideos a partir de extre-
midades 3’OH pela TdT ocorrem utilizando Co** ou Mn**, pois na presenga
desses ions a enzima é bem ativa para a extensdo de terminais dupla fita, e,
além disso, eventuais nucleases contaminantes ndo sio ativadas por esses
ions bivalentes.

Aproveitando tais propriedades, foram desenvolvidas metodologias para
a sintese de extremidades homopoliméricas em fragmentos de DNA, forne-
cendo a reacdo apenas um tipo de desoxirribonucleosideo trifosfato como
substrato da enzima terminal transferase, como ilustrado na Figura 1.7.

Desse modo, a enzima terminal transferase é utilizada em engenharia
genética, principalmente, para adicionar extremidades homopoliméricas
complementares em dois fragmentos de DNA, favorecendo a formagao de
uma molécula quimérica pela hibrida¢do dessas extremidades. Essa ferra-
menta é usada também para a marcacdo de extremidades 3’ de DNA com
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ribo ou desorribonucleotideos radioativos ou modificados, como biotina-II-
dUTP, fluorosceina-dUTP, entre outros.

éd dé’
eggﬁﬁgggﬁﬂy

Terminal transferase
Extremidade
homopolimérica ‘

ddgggee
!!!!! igigggaafifff

Figura 1.7 Atividade da enzima terminal transferase. Esquema ilustrativo da adicGio homopolimérica de nucleotideos nas extremidades

PP

PP

3"-0H de uma cadeia de DNA utilizada em clonagem molecular.

1.2.9 Cre-recombinases

A Cre-recombinase do bacteri6fago P1 € uma proteina que catalisa a recom-
binag¢ao entre dois sitios de reconhecimento, chamados de loxP'. O loxP é uma
sequéncia de 34 pb formado por uma regido central de 8 bp (core) flanqueada por
duas regides palindromicas de 13 pb (repetidas e invertidas). A Cre-recombinase é
um tipo de topoisomersase I sitio-especifica e por sua habilidade é capaz de fazer
integracao ou excisao de sequéncia de DNA no genoma hospedeiro. A partir dessa
possibilidade, em TDR essa enzima é empregada em técnicas de disrup¢ao génica,
dele¢do via integracdo, translocagdo ou excisdo de fragmentos-alvo por recom-
binacdo da sequéncia loxP, que pode ser inserida em um vetor ou em um cassete
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de expressio linear direcionando a recombina¢ao homdloga, como se observa na
Figura 1.8.

13 pb 8 pb 13 pb
ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT

Esquema 1.1 Sequéncia loxP de 34 nucleotideos. O core da sequéncia (vermelho) é flanqueada por duas sequéncias invertidas

repetidas.
A. Recombinacgdo B. Inversao C. Delegio
—) — — — —)
m — m Gene

—
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Figura 1.8 Tipos de recombinago promovidos pelo sistema Cre-lox. O resultado de uma recombinacdo Cre-lox é determinado pela
orientagdo e localizacdo dos sitios loxP. (a) Se os sitios loxP sdo orientados em direcdes opostas, a enzima Cre recombinase catalisa @
inverstio do segmento que estdo flanqueados por loxP; (b) se os sitios loxP estdo localizados em diferentes cromossomos (arranjo trans),
a Cre recombinase catalisa a translocagdo cromossmica; e () se os sitios loxP sdo orientados na mesma direcdo, em um segmento de
cromossomo (cis arranjo) a Cre recombinase promove delegdo do segmento flangueado por loxP.

1.2.10 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina catalisa em pHs altos a hidrélise de monoésteres de
fosfato de varios tipos de alcoois. Nos acidos nucleicos, esta enzima remove
grupos fosfatos das extremidades 5°-P de acidos nucleicos, gerando grupos
hidroxila 5°. E frequentemente utilizada em processos de clonagem para
evitar as ligacoes fosfodiésteres entre os fragmentos de uma mesma molé-
cula, a qual se deseja unir a outra molécula para gerar a quimera. E também
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utilizada em conjunto com a polinucleotideo quinase para marcacao radioa-
tiva das extremidades da molécula de DNA.

As fosfatases alcalinas comercializadas sdo as de E. coli (bacterial alkaline
phosphatase — BAP), de intestino de boi (calf instetinal phosphatase — CIP)
e de camardo do Artico (shrimp alkaline phosphatase — SAP). Esta tltima é
a mais termossensivel, o que é uma propriedade interessante, pois, apds seu
uso, pode ser inativada a 65 °C por quinze minutos, possibilitando economia
de tempo.

1.2.11 Polinucleotideo quinase

Este tipo de enzima foi descoberta em células de E. coli infectadas com
fagos T4. Na presenca de ATP, a polinucleotideo quinase obtida de E. coli
fosforila os grupos hidroxila 5’ (5’-OH) de acidos nucleicos. A rea¢dao ocorre
com a transferéncia de grupo terminal fosfato y do ATP para a extremidade
5’ do fragmento. Caso se utilize ATP marcado na posi¢dao y com fosfato P, o
resultado é a marcacao radioativa da extremidade 5°. Além dessa utilizacao,
a enzima também pode ser empregada para a fosforilagao das extremidades
de oligonucleotideos de DNA, obtidos por sintese quimica.

1.3 VETORES

Um vetor, como descrito anteriormente, ¢ uma molécula de DNA capaz
de transportar a sequéncia génica a ser clonada para o interior da célula.

De maneira geral, um vetor deve ter os seguintes elementos genéticos
basicos:

® Uma origem de replicacdo, a fim de poder se replicar autonomamente
dentro da célula hospedeira e, dessa forma, amplificar o DNA de
interesse.

e Uma marca de selecio que permita selecionar as células recombinan-
tes, ou seja, as células hospedeiras que incorporarem o vetor.

e Uma regido de multiplos sitios de reconhecimento de enzimas de res-
tri¢do, onde serd inserida a sequéncia a ser clonada, denominada sitio
multiplo de clonagem (multiple cloning site, MCS).
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De acordo com a caracteristica, os vetores sao divididos segundo sua
funcdo em vetores de clonagem, vetores de expressdo e vetores integrativos.

1.3.1 Vetores de clonagem

Sao vetores utilizados em clonagem molecular de genes, seja na constru-
¢ao de bibliotecas de genes ou de cDNAs seja na subclonagem de fragmentos
especificos como produtos de amplificagio por PCR, ou mesmo um gene, ou
fragmento de DNA produzido por sintese quimica.

Os primeiros vetores empregados na clonagem molecular foram deriva-
dos dos plasmideos naturais de bactérias, principalmente E. coli, e sio molé-
culas de DNA circular de dupla fita, geralmente de baixa massa molecular.
O vetor pBR322" (Figura 1.9a) foi dos primeiros vetores construidos, o
mais utilizado para clonagem molecular até a década de 1980 e deu origem
a grande parte dos vetores plasmidiais utilizados atualmente. Esse plasmi-
deo possui a origem de replicacio do plasmideo ColE1 de E. coli e genes
de resisténcia a ampicilina (ampR) e a tetraciclina (¢e¢R) como marcas de
selecdo. Apresenta uma interessante forma de selecao por inativacao de um
dos genes de resisténcia a antibidticos, pois contém sitios unicos de restri¢io
dentro de cada gene. Assim, de acordo com a enzima de restri¢do utilizada
para a clonagem, o inserto ira inativar um dos dois genes e, ao transformar
uma célula hospedeira sensivel aos dois antibidticos, a que receber o plas-
mideo recombinante passard a ser resistente apenas aquele cujo gene de
resisténcia permaneceu intacto. Além de esse vetor oferecer uma forma facil
de selec¢ao, apresenta o processo de replicacio denominado “relaxado”, que
permite que ele se duplique intimeras vezes na célula hospedeira. O namero
de copias do PBR322 pode ainda ser amplificado com a adi¢do de cloranfe-
nicol no meio de cultura.

A série de vetores desenvolvida posteriormente é a série de vetores pUC!*
(Figura 1.9b), que sdo os chamados vetores de selecao direta, ou seja, além
de permitirem a selecio de transformantes por resisténcia a ampicilina, o
sitio multiplo de clonagem esta localizado dentro do gene da enzima B-galac-
tosidase (lacZ). A selecdo é feita com base na clivagem do substrato cromo-
génico X-gal por essa enzima, que produz colonias de coloragdo azul indigo.

Uma vez inserido o fragmento de DNA no vetor, o gene (lacZ) é inativado,
tornando a célula incapaz de produzir a enzima ativa. Dessa forma, ao adicio-
nar o indutor IPTG e o substrato cromogénico da enzima (X-gal) ao meio de
cultura so6lido, a célula que recebeu o plasmideo recombinante, por nao
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produzir a enzima, ndo convertera o X-gal em azul indigo, ficando a colénia da
cor bege-clara, tipica da E. coli.

A) 9 Apol-Ecorl HindIIT (29) B)
EcoRY (187)
BamHI (375) HindIIl (3v9)
P35t (415)
Sall (a7}
Xbal (423)
BamHI (£29)

Xmal (434)
BmeT1101 (435)
Smal (436)

ACch5] (438)

Konl (442)
EcaSakl (448)
Banll - Sacl (448)
Apol - EcoRl (450)

(3848) Scal
(3736) Pwul

Sphl (565)
Sall (&51)
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Nrul (574)
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4361 bp

Figura 1.9 Vetores de clonagem. a) pBR322 — Ori: origem de replicagdo; AmpR: gene de resisténcia o ampiciling; TcR: gene de
resisténcia @ tetraciclina; Rop: regido importante para a replicacdo; b) pUCT8 — Ori: origem de replicacdio; AmpR: gene de resisténcia a
ampicilina; LacZ: gene da B-galactosidase; MCS: sitio maltiplo de clonagem.

Os plasmideos vém sendo ao longo dos anos os vetores mais utilizados
em engenharia genética, e a busca de inovagdes que tornassem o processo de
clonagem molecular mais simplificado e eficiente levou ao desenvolvimento
dos vetores para clonagem do tipo TA', para clonagem direta de insertos de
DNA obtidos a partir da amplificagao por PCR. A partir do conhecimento
de que a Tag DNA polimerase também possui a atividade de terminal trans-
ferase nao dependente de molde e, dessa forma, adiciona uma desoxiade-
nosina monofosfato a extremidade 3’ do produto de PCR, foi desenvolvido
um tipo de vetor ja na forma linearizada, contendo em sua extremidade 3’
uma desoxitimidina monofosfato, os assim denominados T-vectors. Dessa
forma, ao misturar o produto de PCR com o vetor na presenga da DNA
ligase, obtém-se o plasmideo circular covalentemente ligado, pronto para ser
utilizado na transformacao genética.

Mais recentemente, foi desenvolvido um tipo de T-vector ja acoplado com
a topoisomerase [ do virus Vaccinia, e foi desenvolvida toda uma familia de
vetores denominados TOPO®. Esse vetor também é comercializado na forma
linearizada e representou uma grande inovacao, pois possibilitou a ligagcao
direta de produtos de PCR dispensando o uso da DNA ligase, devido a adi¢ao
em suas extremidades de topoisomerases ativadas que catalisam a liga¢ao do
inserto ao vetor (Figura 1.10). Desde entdo, essa tecnologia vem sendo
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amplamente utilizada, e ja existem também vetores com topoisomerases capa-
zes de fazer a ligag¢ao de insertos com extremidades abruptas (blunt end).

Figura 1.10 Vetor com topoisomerases | utilizado em clonagem molecular. Esquema mostrando o vetor de clonagem com extremidades
em T (Tvector) com topoisomerases ativadas em suas extremidades e a ligagdo com o inserto. No detalhe ampliado, o mecanismo enzi-
mdtico de ligacdo do 5’-OH via ataque nucleofilico do par de elétrons da hidroxila ao grupo fosfato da extremidade T do vetor que estd
ligado o residuo tirosina da topoisomerase. £ importante lembrar que amplicons cujos primers utilizados na PCR ndo foram fostorilados
na posicdo 5’ permanecem mesmo apds a PCR na forma 5"-0H.
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As marcas de selecio mediadas pela resisténcia a antibioticos e/ou inati-
vacao de fun¢do do gene da B-galactosidase, embora eficientes no processo
de clonagem molecular, mesmo apds tratamento com fosfatase alcalina, certa
porcentagem do vetor plasmidial recirculariza sem o inserto. Assim, visando
a minimizar essas ocorréncias, foi desenvolvido um novo tipo de sele¢ao que
denominamos positiva (ou Kamikaze). Citamos como exemplo a inser¢ao do
gene ccdB, que codifica uma proteina letal para E. coli, em forma de fusdo
com o gene lacZ'. A selegdo é feita baseada na disrup¢ao da fun¢io dos
genes fusionados apos a ligacdo do inserto. Caso haja a recircularizacio do
plasmideo sem o inserto, a proteina letal é expressa e causa a morte da E.
coli hospedeira, permitindo apenas o crescimento de clones recombinantes.

Ao longo dos anos, as limita¢bes, como numero de copias e tamanho da
sequéncia de DNA a ser clonada, nortearam a evolu¢do dos vetores de clona-
gem no sentido de supera-las. Para facilitar o processo de clonagem molecu-
lar e expressdo de genes heter6logos em hospedeiras de dificil manipulacdo
foram desenvolvidos os vetores bifuncionais (shuttle vectors), capazes de
se duplicar e serem selecionados em dois hospedeiros diferentes, sendo um
deles a E. coli hospedeira, de manipulagdo muito facil. Além disso, vetores
foram desenvolvidos com o objetivo de garantir a expressao ou expressao/
secre¢do das proteinas recombinantes em altos niveis em diferentes tipos de
células hospedeiras para aplicacdes biotecnoldgicas. A seguir, serdo apresen-
tados importantes tipos de vetores.

1.3.1.1 Vetores derivados de bacteriofagos

Devido a necessidade de clonar fragmentos de DNA grandes e, ainda
assim, introduzi-los em E. coli eficientemente para a construgdo de bibliote-
cas de genes de seres eucariontes (com genomas grandes), desenvolveram-se
derivados de bacteriofagos £ de cujo interior do DNA era possivel retirar
cerca de 20 Kb (ndo essencial para o ciclo litico do fago) com digestao com
enzimas de restricao e substituir essa sequéncia por DNA exdgeno, reconsti-
tuindo-se um DNA recombinante de cerca de 50 Kb. Para a introducao desse
DNA recombinante na E. coli hospedeira, o DNA era empacotado com um
extrato de proteinas do capsideo viral e, em seguida, colocado em contato
com a hospedeira para que a infec¢do ocorresse. Para ocorrer o empacota-
mento adequadamente, além de ter tamanho da ordem de 50 Kb +/- 5 Kb,
o DNA deve conter uma sequéncia de cerca de dezessete nucleotideos que
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fica na regido das extremidades coesivas (stick ends), denominada de COS
(cohesive ends)".

Dessa forma, ja no final da década de 1970 era possivel introduzir DNA
na célula hospedeira com eficiéncia de 10® clones/pg de DNA, o que viabili-
zou a construcao das primeiras bibliotecas genomicas humanas completas,
das quais foram isolados os primeiros genes humanos completos.

1.3.1.2 Vetores derivados de bacteriofagos M13

Os bacteriofagos tipo M13 sdo virus de DNA fita simples com cerca de
6 Kb. Quando empacotado, seu genoma se apresenta em forma de fita sim-
ples, porém, durante sua fase de replica¢do no interior da E. coli seu genoma
se mantém em forma duplex (dupla fita). Essa caracteristica despertou o
interesse dos pesquisadores, pois facilmente seria possivel isolar o DNA do
fago em forma de fita simples a partir dos fagos obtidos no exterior da
hospedeira (no meio de cultura) e em forma duplex no interior da E. coli.
A forma duplex pode servir para a digestao com enzimas de restri¢do e clo-
nagem de DNA heter6logo em seu interior como se fosse um plasmideo, e a
forma de fita simples foi usada por um bom tempo para o sequenciamento
pelo método dideoxi de Sanger e, até hoje, para realizar mutagénese sitio-
dirigida'. Fagos M13 tém sido usados também para a construc¢ao de biblio-
tecas de peptideos randdmicos ligados as proteinas do fago, em um processo
denominado de phage display. Ha limitacdo de tamanho do inserto a ser
clonado no interior do genoma viral, pois sdo fagos tipo bastonetes e, caso
se clone um inserto muito grande (maior que 5-6 Kb), a estrutura do fago
pode ndo suportar e quebrar.

1.3.1.3 Cosmideos

Antes do advento da eletroporagdo, para se realizar transformacio gené-
tica de E. coli (introdu¢ao de DNA nas células) utilizava-se o método do
CacCl,. Por esse procedimento, quanto maior o tamanho do fragmento a ser
clonado, menos eficiente era o processo. Por isso, idealizou-se uma estratégia
que permitia introduzir DNA plasmidial com de cerca de 50 Kb no interior
da E. coli com alta eficiéncia. Para tanto, introduziu-se o sitio COS do fago
A no interior do vetor plasmidial de clonagem'’. Caso o vetor tivesse cerca
de 5 Kb, como era o caso do pBR322, era possivel clonar no interior de um
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de seus genes de resisténcia a antibioticos fragmentos de até 45 Kb, empaco-
tar com proteinas do capsideo do fago £ e, entdo, introduzi-los nas células
da hospedeira bacteriana com altissima eficiéncia. No interior da célula, a
molécula se comportava como um plasmideo. Esse tipo de vetor tem sido de
grande relevancia na producio de bibliotecas gendmicas para fins de selecao
de genes especificos e para a determinag¢ao da sequéncia gendmica completa.

1.3.1.4 Cromossomos artificiais de bactéria
(bacterial artificial chromosomes - BAC)

Sao vetores derivados do plasmideo conjugativo F de bactérias, que sdo
muito grandes, (de 100 a 200 Kb. Separa-se do plasmideo F sua origem de
replicagdo, que é de baixo numero de copias, pois atua de forma sincro-
nizada com a hospedeira, e os genes necessarios para sua estabilizacao e
parti¢do, juntando-se a genes marcadores de selecio, como de resisténcia
a antibioticos e/ou da B-galactosidase. Dessa forma o vetor plasmidial fica
pequeno, da ordem de 10 Kb, e dessa forma pode receber insertos enor-
mes (de 100 a 200 Kb e permanecer estavel no interior da E. coli ap6s sua
introdugdo, que ocorre geralmente por eletroporagao. Dessa forma, pode-se
fazer com relativa facilidade bibliotecas genémicas de grandes fragmentos
de DNA.

1.3.1.5 Cromossomos artificiais de leveduras
(yeast artificial chromosomes - YACs)

A levedura de cerveja, a Saccharomyces cerevisiae, ¢ 0 microrganismo
eucarionte mais estudado até o momento, e ja nos anos 1980 suas estruturas
cromossomais importantes ja haviam sido clonadas e caracterizadas como
origens de replicagdo cromossomais (autonomously replicating sequences —
ARS), telébmeros (TEL) e centromeros, além de diversos genes de vias meta-
bolicas importantes que foram utilizados como marcadores auxotroficos
(URA3, TRP1, LEU2). Nesse contexto foi possivel construir vetores equiva-
lentes a minicromossomos da levedura, contendo esses importantes elemen-
tos ligados a parte de um vetor plasmidial bacteriano para ser manipulado
facilmente na E. coli durante sua construgdo. Nesse tipo de vetor era possi-
vel clonar fragmentos grandes de DNA, de até 1 milhdo de pares de bases.
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1.3.2 Vetores de expressao

Os vetores utilizados para expressar o peptideo ou proteina codificados
pelo segmento de DNA inserido, denominados vetores de expressao, sio

veiculos que, como podemos ver na Figura 1.11, a seguir, além da origem de
replicacdo e marca genética de sele¢ao, contém uma regiao promotora, uma
regido codificadora do sitio de ligacao ao ribossomo (ribosomal binding site
— RBS), cédon de inicio da traducio seguido de pelo menos um sitio de res-
tricdo para insercao em fase da sequéncia de inserto, a fim de que a proteina
possa ser expressa, além de uma sequéncia terminadora de transcrigao.
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Figura 1.11 Vetor de expressdo. Mapa fisico de um vetor de expressio genérico (pEXX) contendo origem de replicacdo (ori), gene
de resisténcia @ ampicilina (AmpR) promotor do fago T7, operador Lac (Lac0), sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS), start cddon, sitio
miltiplo de clonagem (MCS) e terminador de transcrico. No detalhe abaixo, ampliagdo do cassete de expressdo do vetor.

De maneira geral, o principal objetivo do uso de vetores de expressdo é
obter altos niveis de RN As mensageiros estaveis, que serao traduzidos resul-
tando em grandes quantidades da proteina ou peptideo de interesse. Para
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atingir esse objetivo, um elemento importante é que o vetor deve possuir
um promotor forte. Os promotores mais utilizados para a expressdo em E.
coli sdo, geralmente, baseados no promotor do operon lac, no promotor
PL do fago £, ou no promotor do fago T7?°, que esta presente na familia de
vetores pET, um dos mais utilizados atualmente. Estes promotores podem
também ser hibridos de diferentes promotores, por exemplo, o promotor
tac, que é um hibrido dos promotores #rp e lac*'. Os promotores utiliza-
dos nos vetores de expressao sio normalmente indutiveis, ou seja, a sintese
de proteinas é induzida apenas quando necessaria. O sistema de expressiao
contém elementos de controle de um operon bacteriano (promotor/opera-
dor e gene regulador que codifica a proteina repressora). A expressio do
gene heter6logo ocorre entdo ao adicionar ao meio de cultivo um indutor,
tais como a arabinose e o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). A
expressao da proteina, contudo, também pode ser constitutiva em alguns
vetores de expressdo. Um promotor fraco em geral s6 é utilizado em casos
nos quais a proteina recombinante necessita ficar em menor concentra¢do na
hospedeira ou quando é téxica para a hospedeira, embora um baixo nivel de
sintese de proteina constitutiva possa ocorrer mesmo em vetores de expres-
sdo com os promotores controlados. Ha ainda os vetores termoinduziveis,
que sdo baseados no promotor P, do fago £, para os quais foi desenvolvida
uma molécula repressora termossensivel. No caso de vetores de expressdo
para leveduras, tem sido utilizado muito para Pichia pastoris o promotor da
enzima alcool oxidase (AOX1), que é induzivel por metanol.

No que se refere ao sitio de ligacdo do ribossomo (regido Shine Dal-
garno), o que tem sido mais usado, por ser muito eficiente, é do gene da
proteina 10 do fago T7. Em rela¢ao a terminadores de transcri¢gao, um
bom vetor de expressio combina um promotor forte com um terminador
de transcri¢ao também bastante eficiente. Para E. Coli, terminadores Rho
independentes, como o do operon TRP, tém sido utilizados. Um tipo especial
de vetor de expressdo é o que, além de programar a expressdo da proteina
heter6loga, promove também sua secrecdo. Para tanto, o vetor ou sequéncia
codificadora da proteina deve conter a regido que codifica o peptideo-sinal,
que é uma regiao situada logo na regido aminoterminal de proteina, que a
direciona em células eucariéticas para o reticulo endoplasmatico, de onde as
proteinas a serem secretadas seguem entdo o caminho do complexo de Golgi
e, por meio de vesiculas de secrecdo, sao langcadas ao meio extracelular. Em
células procariéticas, o peptideo-sinal dirige as proteinas para o espago peri-
plasmatico. Os peptideos-sinais tém tamanhos, com algumas excecoes, de 18
a 30 aminoacidos, o que equivale no DNA a 54 a 90 pares de nucleotideos.
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A experiéncia tem demonstrado que os peptideos-sinais de um deter-
minado organismo s3o capazes de funcionar em outros, mesmo que sejam
taxonomicamente muito distantes, como eucariontes e procariontes. Isso se
deve ao fato de a estrutura do peptideo-sinal ser mais importante que sua
sequéncia de aminoacidos para o processo de secrecao. Os peptideos-sinais
tém normalmente na regido inicial (aminoterminal) pelo menos um aminoa-
cido carregado positivamente, um nucleo central hidrofébico e aminoacido
final neutro com uma cadeia lateral pequena. O peptideo-sinal é reconhe-
cido pela maquinaria de translocagdo da célula e, logo apés ser translocado
para o reticulo endoplasmatico, é clivado do restante da proteina pela pep-
tidase-sinal. Diferentes peptideos-sinais tém sido utilizados para dirigir para
a secregdo peptideos heter6logos. Os mais comuns sdo: o da proteina A de
Staphylococcus aureus e de a-amilase de Bacillus subtilis, o do fator o de S.
cerevisiae para leveduras e o de imunoglobulinas G (IgGs) para secre¢do em
células de mamiferos em cultura.

1.3.2.1 Vetores de expressdo de proteinas com cauda de fusao

Apoés a expressdao do produto do gene, geralmente é necessario purificar a
proteina expressa. O processo de separacdo da proteina de interesse, a partir
da grande maioria das proteinas da célula hospedeira, pode ser trabalhoso e
demorado. A fim de tornar o processo de purificacdo mais facil, uma sequén-
cia peptidica (TAG) eleita pode ser adicionada a regido aminoterminal ou
carboxiterminal da proteina recombinante, alterando-se a sequéncia de seu
gene. Essa sequéncia ligada a proteina de interesse sera utilizada para a puri-
ficagdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade e depois
serd removida pela acdo de uma protease especifica. Por exemplo, pode-se
adicionar a proteina recombinante seis histidinas (HIS6) e, com isso, puri-
fica-la por cromatografia de afinidade com resinas que tenham dtomos de
niquel imobilizados. A Tabela 1.2 a seguir mostra diferentes tags utilizadas
para facilitar a purificagio e as resinas utilizadas nos processos cromatogra-
ficos de afinidade.

1.3.3 Vetores integrativos

Sao vetores bifuncionais que possuem marcadores genéticos para dois
tipos de hospedeiras diferentes, porém com uma tnica origem de replicagao
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Tabela 1.2 Diferentes tipos de processos cromatogrdficos utilizados na purificacio de proteinas de fusio

TAG DE AFINIDADE MATRIX CROMATOGRAFICA CONDICOES DE ELUICAO
Poli-His (HIS)6 Ni++ - NTA 100 — 500 mM imidazol
Poli-Arg (ARG)5 Resina trocadora de cdtions Gmgignﬁ S?anchlg?oo ‘
Dominio de ligaciio a celulose Celulose Cloridrato de guanidina ou ureia (>4 M)
c-myc Anticorpo monoclonal (Mab) pH baixo
FLAG (DYKDDDDK) Mab anti FLAG pH baixo ou EDTA 2-5 mM
SBP Estreptoavidina Biotina
Glutationa-S-transerase Glutationa Glutationa reduzida 10 mM
Dominio de ligacio @ maltose Amilose cross-linked Maltose 10 mM

funcional em apenas uma das hospedeiras. Isso faz com que transforme e
replique em uma das hospedeiras, mas na outra para que ocorra transfor-
magao genética ha necessidade do vetor se integrar ao seu genoma. Caso
contrario, nao ha replicacdo, o marcador de selecio nao se expressa adequa-
damente e nem outros genes que se deseje expressar. Os vetores integrativos
sao muito comumente utilizados para expressdo de proteinas heterélogas em
leveduras e contam com a grande capacidade das leveduras de fazer recom-
bina¢ao homoéloga. Por essa razdao é que nas leveduras pode-se fazer gene
disruption com facilidade.

1.4 HOSPEDEIROS

Em engenharia genética, hospedeiro é uma célula ou um ser receptor de
DNA exo6geno. As caracteristicas e peculiaridades discutidas para os vetores
de clonagem e, sobretudo, para os vetores de expressido, podem estar intima-
mente ligadas ao tipo de hospedeiro do DNA exé6geno, podendo este ser hoje
em dia praticamente qualquer tipo de célula ou organismo, como bactérias,
leveduras, fungos, virus, células vegetais ou animais.

Um bom hospedeiro deve preencher uma série de requisitos basicos, entre
0s quais:
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e Aceitar o DNA exdgeno sem modifica-lo ou modifica-lo ao modo que
se deseja.

® Permitir a ficil selecao dos hospedeiros que contém o DNA exdgeno.

® Se organismo for hospedeiro para expressao em altos niveis de protei-
nas heterologas, ser deficiente em proteases.

e Apresentar baixo potencial de proliferacio no ambiente caso a mensa-
gem exogena a ser clonada apresente “risco” ao meio ambiente.

Para se garantir esses requisitos e assegurar outros incrementos, muitos
tipos de organismos foram manipulados geneticamente para se garantir efi-
ciente transformag¢do, manutengao e expressao das moléculas recombinantes
veiculadas nesses hospedeiros, desenvolvendo o que chamamos de sistemas
de expressido, divididos basicamente em sistemas de expressdo procariético
e eucariotico.

1.4.1 Sistema de expresséao procariético

Sistemas bacterianos de expressao de proteinas heterélogas siao atrativos
devido as suas varias caracteristicas, como habilidade de rapido crescimento,
fisiologia e genética bacteriana bem caracterizadas, baixo custo e disponi-
bilidade de grande nimero de vetores de expressdo e linhagens mutantes de
hospedeiros??. Varias proteinas sao produzidas com sucesso em procariotos e
com consideraveis rendimentos. Geralmente, os produtos expressos ndo sao
secretados para o meio extracelular e sao acumulados no citoplasma ou no
espago periplasmatico.

Embora sejam bons hospedeiros, os procariotos empregam a desvanta-
gem de ndo possuir uma maquinaria para o processamento transcricional
de genes originados de eucariotos, ndo realizando processamento de mRNA
(splicing), o que leva muitas vezes a necessidade de clonagem de cDNA para
evitar a presenca de introns, e também naturalmente ndo realizam modifi-
cagdes pos-traducionais nas proteinas expressas, como por exemplo fosfo-
rilacdo e glicosilagdo?. Essas modificagbes na molécula proteica sio muitas
vezes decisivas para a garantia da funcdo e atividade bioldgica e tornam-se
bastante criticas no caso de proteinas para uso terapéutico. Como a capaci-
dade e potencial dos procariotos para modificagao pos-traducional é limi-
tada, o uso de hospedeiras procarioticas é, geralmente, restrito a producao
de proteinas que sao naturalmente nio glicosiladas, como insulina, IGF,
somatotrofina ou proteinas que sao naturalmente glicosiladas, porém que
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sao farmacologicamente também ativas sem a glicosila¢do, como varias cito-
cinas (fator de necrose tumoral, interleucinas e interferons).

Outra limita¢ao dos sistemas procaridticos para expressio de proteinas
eucarioticas é com relagdo a codons raros. Muitas bactérias possuem codon
usage diferente do de células eucarioticas. Em cada hospedeira, a evolucao
ajustou o conjunto de tRNAs (RNAs transportadores) de acordo com a neces-
sidade de traducdo de suas proteinas. Principalmente quando se necessita de
altos niveis de expressio, a existéncia no mRNA da proteina heter6loga de
codons pouco utilizados na hospedeira (codons raros) pode acarretar baixos
niveis de expressao, exatamente pela insuficiéncia dos tRNAs corresponden-
tes a esses codons raros. Para potencializar a expressiao de proteinas euca-
ridticas ou proteinas que contém codons raramente usados em hospedeiras
bacterianas, muitas linhagens de E. coli foram engenheiradas para mitigar
esse problema. Essas linhagens foram suplementadas com genes adicionais
de tRNA sob controle de promotores de E. coli. Hoje, com a facilidade com
que se pode fazer a sintese quimica de genes, pode-se, ao desenha-los, evitar
colocar cédons raros, respeitando-se o codon usage da hospedeira*.

Dentre os hospedeiros procaridticos, a bactéria Escherichia coli é o
organismo de escolha por ser, sem davida, o mais bem estudado em termos
de genética e bioquimica. Além disso, é de facil manutencdo e manipulacio
genética em laboratoério e possui variados sistemas de promotores altamente
regulados, o que a levou a ser um sistema de expressdo bacteriano bem esta-
belecido até os dias atuais.

Além dos sistemas baseados em E. coli, houve o desenvolvimento e uso de
outros hospedeiros procariotos que seriam promissores para sanar os proble-
mas de expressao. Espécies de bactéria como Bacillus subtilis, Streptomyces
lividans, Anaena sp, Staphylococcus carnous sao descritas como hospedeiras
para expressao de proteinas heterdlogas e, entre elas, espécies representantes
do género Bacillus sio os hospedeiros mais estudados e bem estabelecidos
em TDR depois da E. coli. As linhagens de Bacillus sio hospedeiros atra-
tivos, pois, diferentemente da E. coli, ndo apresentam lipopolissacarideos
na membrana externa (endotoxinas) e possuem a capacidade natural de
secrecao e enderecamento da proteina para o meio extracelular. Os Bacillus
tém sido usados para a produgdo de enzimas industriais como, por exemplo,
as alfa-amilases e proteases, ao passo que a E. coli tem sido utilizada para a
producio de proteinas terapéuticas?’.
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1.4.2 Sistema de expressao eucariético

Embora os procariotos tenham se estabelecido como poderosos sistemas
de expressio de mensagens genéticas heterélogas, os hospedeiros eucariotos
apresentam considerdveis vantagens em relacdo aos procariotos, especial-
mente para a expressiao de proteinas eucaridticas, contornando alguns pro-
blemas na expressio em bactérias que poderiam levar a produtos com erros
na conformacdo, funcdo e atividade sem os processamentos finais necessa-
rios em proteinas eucarioticas.

Os primeiros grupos de eucariotos empregados como hospedeiros foram
as leveduras e os fungos filamentosos, mas com os avancos biotecnoldgicos
outros sistemas alternativos de expressiao utilizando células de insetos, de
mamiferos e vegetais foram desenvolvidos e bem estabelecidos. No entanto,
os hospedeiros alternativos, como células de mamiferos, por exemplo, neces-
sitam de técnicas e manipulag¢des sofisticadas que encarecem os custos de
producido. Diferentemente, fungos filamentosos e leveduras que crescem em
meios de cultivos simples e baratos levam a altos niveis de expressao, cres-
cem em altas densidades celulares e possuem rigida parede celular, em com-
paracdo com células de insetos ou mamiferos, que os tornam mais resistentes
a estresse mecanico durante o processo fermentativo?®.

Dentre as leveduras, as mais empregadas na producdo de proteinas recom-
binantes sdo Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha, Pichia
pastoris e Yarrowia lipolytica.

O eucarioto mais amplamente utilizado para a expressdo heteréloga por
muito tempo Saccharomyces cerevisiae. Isto se deve ao grande conhecimento
acerca deste microrganismo, que tem sido utilizado pelo homem ha milhares
de anos para a obtencao de produtos alimentares e bebidas alcodlicas sem
restri¢do para consumo humano, o que conferiu a essa levedura o status
GRAS (generally recognized as safe, geralmente reconhecida como segura).
Sua importancia levou a uma gama de estudos, incluindo o campo da gené-
tica, desvendando atributos que tornariam essa hospedeira umas das mais
importantes em biologia molecular. Assim, foi demonstrado que essa leve-
dura possui um plasmideo préprio, circular, denominado de “2 pm” (dois
micron), presente em multiplas copias no seu citoplasma. A partir do plas-
mideo natural 2 pm desenvolveram-se vetores de clonagem e de expressao
para S. cerevisiae, como o vetor pMA91, ilustrado na Figura 1.12. Métodos
de transformacio genética foram desenvolvidos para a inser¢ao de plasmi-
deos de replicacdo autonoma derivados do 2 pm, até o estabelecimento de
técnicas de transformagdo para a integragdo do material genético por
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recombinacido homologa. Os transformantes podem ser selecionados por
marcas auxotroficas como LEU2, TRIP1, HIS3 e URA3 ou por marcas de
selecio dominante, como as que conferem resisténcia a G418 ou higromicina
B. O genoma dessa levedura foi totalmente sequenciado e estd disponivel
para acesso?’.

Figura 1.12 Plasmideo pMA91. Representacdo esquemdtica do vetor para expressdo em S. cerevisiae que contém o promotor do gene
da enzima PGK da via glicolitica de S. cerevisiae.

O sucesso dessa levedura como hospedeira da-se pela sua capacidade de
realizar muitas das modificacdes pos-traducionais e dobramentos em protei-
nas de estruturas complexas, tais como acetilacao do terminal amino, acila-
cao, fosforilagdo e glicosilacao**. Varios genes de interesse em satide humana
foram clonados e expressos em Saccharomyces cerevisiae, como antigenos
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virais, insulina humana e anticorpos. No entanto, os niveis de expressao
atingidos por essa levedura sio muitas vezes inferiores aos de outras leve-
duras, e por vezes mais baixos que os niveis de expressao observados em
E. coli, por exemplo. Além disso, o perfil de glicosilacdao realizado por essa
levedura nao é idéntico ao perfil de glicosilagdao realizada em humanos, o
que inviabiliza sua utiliza¢ao na produg¢do de algumas glicoproteinas para
aplicacao terapéutica devido a possibilidade de induzir imunogenicidade.

Os avangos nos conhecimentos biol6gicos e a busca incessante por pro-
dutos biotecnologicos mais rentaveis e seguros para usos humanos levaram
ao desenvolvimento de novos sistemas de expressao heter6loga de genes
baseados em outras leveduras. Emergiu o uso de leveduras metilotroficas
(que metabolizam metanol), que se tornaram atraentes sistemas para a pro-
ducdo industrial de proteinas recombinantes, pois permitem rigido controle
da expressdao pela simples manipulacio do meio de cultura. Dentre essas
leveduras, Pichia pastoris mostrou-se uma hospedeira de vantagens conside-
raveis, tornando-se, nos dias atuais, a levedura de escolha para a expressao
de genes heter6logos.

Uma das caracteristicas marcantes é o forte promotor usado no vetor
pPIC9% (Figura 1.13) para transcrever genes heterélogos, que é o do gene
codificador da enzima alcool oxidase (AOX1) de P. pastoris. Esse promo-
tor é regulado transcricionalmente por metanol, um indutor relativamente
barato. Em células expostas a metanol como tnica fonte de carbono, o inicio
da transcricio no promotor AOX1 é altamente eficiente e comparavel aos
promotores derivados dos genes altamente expressos da via glicolitica. Para
ser ativado, o promotor AOX1 requer a presen¢a de metanol. Na auséncia
desse indutor, ele se torna inativo. Além de metanol, o sistema AOX1 neces-
sita da auséncia de glicose para ser plenamente ativado. Uma vez que o
promotor AOXT1 é controlado pela manipulagdo da fonte de carbono adicio-
nado ao meio de cultura, o crescimento e a indugdo de cepas de P. pastoris,
que expressam proteinas heterdlogas, sdo facilmente obtidos em todas as
escalas, desde frascos até grandes fermentadores3°3!,

Outra notavel caracteristica é o fato de que culturas de Pichia pastoris
atingem niveis de alta densidade celular, podendo ser facilmente cultivadas
a densidades celulares de aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até
maiores, as quais nao sio facilmente obtidas com S. cerevisiae 3.

A maioria das proteinas secretadas por P. pastoris sdao glicosiladas, o que
pode nao afetar a atividade bioldgica da proteina recombinante. O tamanho
da cadeia de carboidratos adicionados por P. pastoris é bem menor que
aquele adicionado por S. cerevisiae. A estrutura destes oligossacarideos é
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muito similar a adicionada em mamiferos e, por ndo ser capaz de adicionar
manoses terminais com ligacdes a-1,3, como S. cerevisiae, as proteinas pro-
duzidas em P. pastoris sio menos imunogénicas.

Ao longo das ultimas duas décadas, a levedura Pichia pastoris tornou-se
o organismo de escolha para a produg¢ao de proteinas heterélogas, justa-
mente pelas suas caracteristicas citadas acima. Diversos produtos biotecno-
logicos foram produzidos nessa levedura, incluindo enzimas, proteinas
diversas, biofarmacos etc. Atualmente, varios produtos terapéuticos produ-
zidos em P. pastoris encontram-se em fases avangadas de testes clinicos,
como um inibidor de elastase para tratamento de fibrose cistica, uma endos-
tatina e uma angiostatina para aplicagio como antiangiogénico, um fator de
crescimento epidermal para tratamento de feridas causadas pela diabetes,
entre outros biofarmacos.

Figura 1.13 Plasmideo pPIC9. Representagdo esquemdtica do vetor para expressdo e secrecto em P. pastoris.
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O primeiro produto terapéutico para uso em humanos expresso em Pichia
pastoris foi liberado pela FDA em 2009. Trata-se do ecallantide, um pepti-
deo de sessenta aminoacidos com atividade inibidora de calicreina plasma-
tica humana. Foi descoberto a partir de uma biblioteca de phage display
de fatores de inibi¢ao da coagula¢ao humana, recebeu o nome comercial de
Kalbitor® e € utilizado no tratamento de angiodema hereditario.

Alternativamente as leveduras, os fungos filamentosos sao bons hospedei-
ros para expressao de genes heter6logos. O desenvolvimento de estratégias
de biologia molecular rapidamente favoreceu o aprimoramento genético de
fungos tanto para melhorar a capacidade de expressao de genes homoélogos
dos organismos selvagens quanto para o uso como hospedeiros de expres-
sdo heterdloga. Esses organismos vém demonstrando vantagens sobre as
bactérias e leveduras destacando-se pela elevada capacidade de producio e
secrecao de proteinas heter6logas, além da facilidade de se obter recombi-
nantes mitoticamente estaveis e eficientes modificacdes pos-traducionais nos
produtos expressos®?. No entanto, vale ressaltar que ha ainda poucos pro-
motores adequados para a expressdo de proteinas homologas e heterélogas,
havendo um nimero limitado de fungos filamentosos explorados como célu-
las hospedeiras. A pouca utilizagao desses hospedeiros deveu-se ao fato de
secretarem proteases que hidrolisam as proteinas heter6logas, assim como
pela dificuldade em se obter clones recombinantes estaveis com bom nivel de
expressao de proteinas heterdlogas. Os fungos mais empregados como hos-
pedeiros sdo as espécies Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Humicola insolens, Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum,
Cephalospororium acremonium e Mucor miebei.

1.5 OUTRAS METODOLOGIAS IMPORTANTES
DE MANIPULACAO GENETICA

1.5.1 Reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR)

A invengao da técnica de amplificacao de segmentos DNA in vitro, cha-
mada de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), possibilitou a amplificacao
de segmentos de DNA a partir de uma quantidade mindscula de DNA, o que
ocasionou avangos enormes na area de genética forense e revolucionou os
procedimentos de clonagem molecular de genes, permitindo o surgimento do
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novo paradigma de sequenciamento de DNA de altissima eficiéncia, como o
pirossequenciamento.

Essa técnica foi desenvolvida por R. K. Saiki e colaboradores no ano de
1985°¢ e, a partir de entdo, foi automatizada com o uso de DNA polimerases
termorresistentes como a Taq polimerase extraida da bactéria termofilica
Thermus aquaticus. O procedimento é de grande simplicidade e consiste
basicamente na amplificagdo exponencial de DNA, cujo sistema de amplifi-
cagao contém: amostra de DNA que se quer amplificar (molde), um par de
primers (iniciadores), quatro desoxinucleosideos trifosfatos, tampao e forga
ionica adequada e uma DNA polimerase termorresistente.

O procedimento em si ocorre em trés etapas que compdem um ciclo que
se repete de 25 a 40 vezes, sendo elas:

1) Desnaturacdo e separacdo da dupla fita de DNA.
2) Pareamento ou anelamento dos iniciadores (primers) em cada fita.
3) Sintese de novas fitas de DNA.

Como descrito na Figura 1.14, a desnatura¢do, etapa inicial, consiste na
incubag¢do do DNA a temperaturas entre 92 °C e 95 °C, cujo objetivo é sepa-
rar a dupla fita em cadeias simples. A etapa seguinte € feita com a diminui¢ao
gradual da temperatura e pareamento ou anelamento dos primers em cada
fita simples, de forma a flanquear a regido a ser amplificada. Durante a dimi-
nuicdo da temperatura, as duas cadeias de DNA que foram desnaturadas nao
sao novamente pareadas porque estio em concentracao baixa na reacdo, ja
os primers vao se parear rapidamente nas suas regides complementares no
DNA-alvo, pois estao em concentragdes muito altas. O anelamento ocorre
entre 5 °C e 10 °C abaixo da menor Tm (T melting, ou temperatura de desna-
turagao média) dos primers e é uma etapa bastante importante para o sucesso
da reagdo. Caso o pareamento ndo ocorra, ou ocorra em regides indesejadas,
a reacgao € fadada ao insucesso. A tltima etapa fecha o ciclo com a sintese de
fitas de DNA pela enzima polimerase, normalmente a temperatura de 68 °C
a 72 °C. Com os primers pareados nas fitas moldes, a DNA polimerase vai
sintetizando a cadeia pela adi¢do de nucleosideos monofosfatos nas extremi-
dades 3’ dos primers, formando, entao, as novas fitas na dire¢do 5’ para 3’.

A cada ciclo a quantidade de DNA se duplica, levando a produgdo de 2"
moléculas de DNA. Como cada ciclo demora apenas poucos minutos, o pro-
cesso todo é muito rapido, e apds os 25 a 40 ciclos obtém-se de milhoes a
centenas de milhoes de copias do segmento desejado, geralmente com compri-
mento de umas poucas centenas a uns poucos milhares de pares de base.
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Figura 1.14 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Esquema mostrando a reacdo de amplificagdo de um segmento de DNA por PCR

apds quatro ciclos.

1.5.2 Obtencdo de cDNA

O dogma central da biologia molecular, na sua esséncia, é determinado
pelo processo de transferéncia da informag¢ao biologica do DNA para RNA e
deste para proteina. Entretanto, em alguns casos a informacio flui do RNA
para o DNA. Alguns virus (retrovirus), como o HIV, tém o genoma em forma
de RNA que, em seu ciclo de vida, é copiado, originando um DNA comple-
mentar (¢cDNA) por uma enzima chamada transcriptase reversa, que é uma
DNA polimerase RNA-dependente. O processo é chamado de transcricao
reversa e € utilizado pelos biologistas moleculares para produ¢io de cDNA
in vitro para diversas aplicagdes:

* Quando se deseja produzir bibliotecas de cDNAs (nesse caso, produz-
se cDNAs a partir de uma populagao de mRNAs).

® Quando, a partir de biblioteca de cDNA deseja-se isolar um determi-
nado gene especifico.
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* Quando se deseja expressar um gene eucarioto em hospedeiros proca-
riotos que ndao processam os introns dos genes eucarioticos.

* Quando se deseja amplificar determinadas sequéncias a partir de
molde de RNA em um processo denominado de RT-PCR.

e Quando se deseja conhecer toda a populacio de mRNA expressa
em determinada fase de vida de uma célula ou de um tecido
(transcriptoma).

No procedimento de obten¢ao de cDNA atualmente utilizado, o RNA total
dos organismos € extraido e a fragao contendo o mRNA ¢é purificada através de
uma cromatografia de afinidade com colunas contendo oligo-dT celulose ou
poli-U sefarose. O mRNA ¢ utilizado como molde para a sintese da primeira fita
de cDNA pela acdo da enzima transcriptase reversa. Cumpre lembrar que em
células eucarioticas o mRNA nascente é processado para remocdo de introns
(splicing), adicao de cap na extremidade 5’ e de uma cauda poliadenilada —
cauda poli(A) — na extremidade 3’, produzindo o mRNA maduro. Com base
nisso, para a constru¢ao da primeira fita de cDNA utiliza-se uma pequena
sequéncia de desoxitimidinas (poli dT) que hibridiza na cauda poli(A) do mRNA
e serve cCOmo um primer para a enzima transcriptase reversa catalisar a sintese
da primeira fita do DNA complementar, resultando em uma molécula hibrida
formada por DNA/RNA (Figura 1.15). Para a formag¢do da segunda fita do
c¢DNA, a molécula hibrida é tratada com a RNase H, que cliva a fita de mRNA
em diversos pontos, introduzindo quebras entre nucleotideos vizinhos na sequén-
cia ribonucleica. Os fragmentos de mRNA servem de primers para a DNA poli-
merase [ sintetizar a segunda fita de cDNA utilizando sua atividade polimerasica,
o que faz concomitantemente a degradagio do mRNA na direcio 5’-3” com sua
atividade exonucleasica 5’-3°. A fita dupla do cDNA esta agora formada e pode
ser tratada com a enzima T4 DNA polimerase para tornar as extremidades blunt
end para ligar em um vetor, também blunt end, ou adicionar adaptadores com
extremidades coesivas, normalmente geradas por endonucleases de restri¢ao e,
entdo ligar a um vetor tratado com as mesmas endonucleases.

1.5.3 Engenharia genética aplicada a satde: o caso
da insulina humana expressa em bactérias

Sera descrita a seguir a primeira experiéncia brasileira de producio de
um biofidrmaco recombinante, a insulina humana. A tecnologia foi desenvol-
vida pela Biobras (Biotecnologia Brasileira S.A.), de Montes Claros (MG),
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Figura 1.15 Sintese de cDNA. Esquema demonstrativo da obtenciio de um cDNA de fita dupla a partir do mRNA com uso das enzimas
transcriptase reversa, DNA polimerase | e RNase H.

em colabora¢do com a Universidade de Brasilia (UnB), no periodo de 1988
a 19993,

A insulina é um hormoénio proteico produzido por células das ilhotas
de Langerhans no pancreas. E produzida como uma proteina precursora
com 110 aminoacidos, chamada de pré-proinsulina, constituida de trés
cadeias (A, B e C). Para adquirir sua forma ativa, a pré-proinsulina passa

53
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por modifica¢des pos-traducionais (protedlise), resultando na insulina com
51 aminodacidos, com apenas as cadeias A e B.

O peptideo-sinal da insulina contém 24 aminoacidos, tendo a funcao
de direcionamento da proteina para o reticulo endoplasmatico, onde é
processado e retirado da sequéncia da insulina gerando a forma proinsulina
ainda constituida das cadeias A, B e C. As cadeias A e B, compostas por 21
e 30 aminoacidos, respectivamente, sao conectadas pela cadeia C (35 ami-
nodacidos). Durante a maturagdo, ha a formagao de duas liga¢oes dissulfeto
entre os residuos de cisteinas das cadeias A e B e entre residuos internos na
cadeia A. A proteina dobra-se e é transportada para o aparelho de Golgi
empacotada em vesiculas de secre¢dao, onde é clivada pelas enzimas: PC1
e PC2 (“proprotein convertase 1 e 2”), que sdo enzimas “trypsin like” e
digerem a proinsulina nas posi¢coes R32 e R635, deixando dois residuos de
aminoacidos basicos na extremidade carboxi da cadeia B (R-R ou Arg-Arg)
e na extremidade carboxi da cadeia C (K-R ou Lys-Arg). A seguir, a carbo-
xipeptidase F, uma enzima “carboxipeptidase B like” retira os dois residuos
basicos de ambas as extremidades, resultando na liberacao da cadeia C, de
modo que as cadeias A e B permanecem ligadas entre si pelas ligagoes dis-
sulfeto formando o hormonio insulina, que é entdo secretado na corrente
sanguinea (Figura 1.16).

A anormalidade na secre¢do ou funcao da insulina em seres humanos
gera sérias alteragbes no metabolismo da glicose, causando uma desordem
chamada de Diabetes mellitus, que pode ser controlada com a administra-
¢do de insulina e controle de ingestdo de glicose. Devido a sua importancia
terapéutica, esse horménio foi produzido para uso terapéutico em humanos
por extracdo de pancreas bovinos ou suinos. Esse procedimento, além de ser
dispendioso, tem algumas outras desvantagens em relagao ao de TDR, como:

e requer grande quantidade de pancreas animal;

® no processo de purificacdo a partir de pancreas animal, o hormo-
nio pode vir contaminado com patogenos de mamiferos, como virus,
virdides e prions;

e como as moléculas tém sequéncias de aminodacidos que variam um
pouco em relacdo a sequéncia humana, podem induzir a formagao de
anticorpos durante o tratamento.

A técnica desenvolvida no Brasil consiste em introduzir e expressar em
altos niveis no interior da bactéria Escherichia coli a sequéncia codificadora
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da proinsulina humana produzida por sintese quimica, conforme descrito a
seguir:

Anelamento

Ligagéo

® O gene da insulina humana foi predito a partir da sequéncia de ami-

noacidos disponivel na literatura e construido por sintese quimica. A
vantagem de se usar a sintese quimica é a possibilidade de definir a
estrutura ideal do gene para sua expressio ideal.

® O gene da proinsulina foi construido através do anelamento de

sequéncias oligonucleotidicas sintetizadas separadamente, de forma a
conter as cadeias A, B e C do peptideo original, como observado no
esquema da Figura 1.17. Para a constru¢do do gene, quatro oligonu-
cleotideos foram sintetizados para a cadeia B, quatro para as cadeias
C e dois para a A. Os oligonucleotideos foram anelados entre si. Mon-
taram-se inicialmente as cadeias B, C e A separadamente, e entdo elas
foram ligadas nessa ordem. Apés a construgdo, o gene foi inserido em
vetor de clonagem para a realiza¢do de sequenciamento de DNA e a
confirmagdo da sequéncia nucleotidica correta do gene3*.

Cadeia B Cadeia C Cadeia A

T Tl T

%_1
v

Figura 1.17 Estratégia utilizada para a construcdo da mensagem genética da proinsulina humana por sintese quimica para a expressdo

na bactéria Escherichia coli.
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Apé6s a sequéncia do gene da proinsulina ter sido confirmada com o
sequenciamento, o proximo passo foi a subclonagem em um vetor de expres-
sao chamado de pPLMT8.5, construido especialmente para expressar em altos
niveis a pro-insulina em E. coli. O vetor foi projetado para conter partes ou
sequéncias especificas (promotor, Shine Dalgarno, terminador de transcri¢ao
e gene de resisténcia a antibidtico) que garantissem alto nivel de expressao
da proteina recombinante na hospedeira bacteriana.

Para se garantir uma replicagdo estavel foi utilizada a origem de repli-
cagao do pUC 18 derivada do plasmideo pMB1 projetado para aumentar o
numero de copias do vetor na célula.

A marca de selecio dominante utilizada foi a resisténcia a tetraciclina. O
gene da tetraciclina foi isolado do plasmideo RP4 e foi escolhido para garan-
tir pressdo seletiva durante a fermenta¢do na fase de producio do inéculo.

O promotor escolhido foi o pL do bacteriofago lambda que pode ser
ativado simplesmente pela mudanca de temperatura. E um promotor forte
e regulado negativamente pelo repressor cl, sensivel a temperatura, que é
funcional a 28 °C e ndo funcional a 42 °C.

Para se garantir eficiente expressdo, o sitio de ligacdo de ribossomos
(regido Shine Dalgarno) foi obtido por sintese quimica e baseada na regiao
Shine Dalgarno do fago T7, bastante eficiente na traducdo de genes expres-
sos em E. coli. De maneira similar, uma sequéncia de término de transcri¢ao
Rho-independente, também foi obtida por sintese quimica, baseando-se na
sequéncia do operon triptofano de E. coli.

Por altimo, para facilitar a clonagem direcional foi inserido entre a regido
promotora e a regido terminadora, um multiplo sitio de clonagem com sitios
Unicos para as enzimas de restricio Ncol, EcoRI. Stul, Pstl e BamHI. Estra-
tegicamente, o codon de inicio de traducao ATG ja estava incluido no sitio
de Ncol. Com essas estratégias construiu-se o vetor pLMT8.5 para superex-
pressdo em E. coli, visualizado na Figura 1.18.

O gene da proinsulina foi subclonado no pLMT8.5, e o vetor recombi-
nante foi denominado de pPTA1. Esse plasmideo foi inserido por transfor-
mag¢do em uma linhagem de E. coli que possui o repressor termossensivel, e
a proinsulina foi expressa por meio de indugdo térmica.

Verificou-se a expressido da proinsulina com aproximadamente 10 mil
daltons, que correspondia a cerca de 20% das proteinas totais da bactéria
(Figura 1.19). A proteina foi expressa em forma de corpusculos de inclusao
no citoplasma da bactéria, o que auxilia na prote¢do contra protedlise e faci-
lita na recuperagdo para a purificagdo ap6s a lise da célula, centrifugacao e
solubilizag¢io.
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Figura 1.18 Mapa do vetor de expressio pLMT8.5 construido para a producdo da proinsulina humana em E. coli. TetR: gene de resis-
téncia a tetraciclina; ori: origem de replicagdo; MCS: regido de sitios Gnicos para enzimas de restricdo; pL: promotor pL; SD: sequéncia
Shine-Dalgarno e TT: regido de terminacdo de transcricdo.

Apbs a obtencdo das células induzidas com os corpusculos de inclusiao no
interior, estas eram coletadas por centrifuga¢do, os corpusculos de inclusio
separados por centrifugacio, dissolvidos com alta concentracdo de ureia em pH
alto, a proinsulina era purificada por cromatografia de afinidade com niquel,
em seguida era renaturada e a cadeia C eliminada com digestdo por duas pro-
teases, tripsina e carboxipeptidade B, e era, entdo, purificada por procedimen-
tos cromatograficos adicionais.

1.6 POSSIBILIDADES TERAPEUTICAS: A REVOLUGAO
NA AREA DE SAUDE VIA ENGENHARIA GENETICA

A biotecnologia molecular, por meio da engenharia genética, tem provo-
cado profundas alteracdes em nosso cotidiano, em diversos segmentos da
sociedade moderna, da producido de sementes a colheita, das biorrefinarias
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Figura 1.19 Andlise da expressdo em diferentes tempos de indugdo da proinsulina em E. coli. Gel desnaturante (SDS-PAGE) a 15% dos
lisados proteicos totais das células bacterianas, contendo o plasmideo pPTAT (pLMT8.5 + gene da proinsuling)®.

aos biocombustiveis e do diagndstico de doengas ao desenvolvimento de
novos medicamentos, assim como no aperfeicoamento de novas técnicas
de tratamento.

As técnicas de manipulagdo genética que permitiram a construgao de
moléculas recombinantes possibilitaram grandes avanc¢os no campo da satde,
a partir do momento em que se tornou possivel obter moléculas de aplicagao
terapéutica e investigativa. Nesse sentido, a engenharia genética tem sido
um caminho promissor para a cura e preven¢do de muitas enfermidades ou
desordens fisiologicas em humanos. Doencas diversas, como diabetes, hepati-
tes, cancer e outras anormalidades, tém agora possibilidade de tratamento ou
terapia, ou até mesmo cura, pelo uso de moléculas produzidas via TDR, tais
como enzimas, horménios, vacinas, anticorpos monoclonais, entre outras.
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1.6.1 Terapia genética

A terapia génica ou geneterapia baseia-se na introduc¢do de genes nas
células e tecidos de individuos que possuam uma doenca causada pela defi-
ciéncia desses genes.

Considerando as caracteristicas dos virus de infectar células e nelas replicar
seu material genético, inferiu-se que os virus seriam eficientes vetores para car-
rear genes ao interior de células humanas em procedimentos de terapia gené-
tica. Para se desenvolver um vetor viral, normalmente altera-se seu DNA com o
objetivo de manter sua capacidade de replicacao, mas nao seu lado patogénico
ou a capacidade de transmitir a doeng¢a (em outras palavras, desarma-se o
virus). Pode-se inclusive adicionar multiplos sitios de clonagem para facilitar a
insercao do gene correto a ser introduzido no paciente.

O primeiro caso de sucesso de terapia genética em humanos foi realizado
nos Estados Unidos em uma menina chamada Ashanti Silva, que tinha imuno-
deficiéncia severa causada pela auséncia de uma enzima encontrada em leuco-
citos, denominada de adenina deaminase (ADA). A doenga aparece em criangas
portadoras homozigotas do gene nao funcional, que para sobreviverem tém
que viver no interior de uma bolha estéril. O gene ADA correto foi introduzido
em células da medula 6ssea utilizando um vetor retroviral. A imunodeficién-
cia de Ashanti foi parcialmente recuperada, o que permite que ela viva uma
vida normal.

Em 2003, a China aprovou o primeiro produto comercial para terapia
genética, denominado de Gendicine. Trata-se de um produto para trata-
mento de cancer no qual o gene da proteina anticancerigena P53 é carreado
por um vetor adenoviral. O produto mostrou-se ativo como coadjuvante dos
tratamentos cirurgicos e quimioterdpicos de tumores sélidos do pescoco e da
cabeca. Atualmente, existem no mundo cerca de mil testes clinicos em anda-
mento visando ao desenvolvimento de diversos produtos dessa natureza.

Somente em 2012 foi aprovado um medicamento baseado em terapia
genética no mundo ocidental. A aprovacdo se deu pela European Medicines
Agency (EMA) para uso no ambito da Comunidade Europeia, e o medica-
mento é o Alipogene Tiparvovec (nome fantasia Glybera). Esse medicamento
destina-se ao tratamento de deficiéncia da enzima lipoproteina lipase, que
causa grande aumento de gordura no sangue e, consequentemente, pan-
creatite severa. O medicamento consiste do gene correto da enzima car-
reado por vetor derivado de um virus adenoassociado (AAV) sorotipo I, que
tem propensdo em infectar células musculares. O medicamento Glybera é
introduzido no corpo por meio de injecdo intramuscular, e os testes clinicos
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mostraram claramente a diminui¢do do nivel de gordura no sangue e do
aparecimento de pancreatite severa.

Alternativamente ao uso de vetores virais, a terapia pode utilizar outros
vetores, como lipossomas ou conjugados moleculares, diminuindo possibili-
dades de infecc¢do viral ou toxicidade e aumentando a possibilidade de efeito
local mais eficiente, quando essas particulas adentram as células-alvo.

1.6.2 Vacinas recombinantes

Vacinas, no sentido estrito, sio constituidas por macromoléculas especi-
ficas que induzem a resposta imunoldgica protetora contra um agente pato-
génico. O uso de vacinas é, sem duavida, um dos avancos da ciéncia de maior
impacto em satude publica, visto que muitas epidemias foram completamente
controladas em varias partes do mundo com o uso de vacinas. Os objetivos
de se desenvolver vacinas sdo, basicamente: promover a prote¢do dos indi-
viduos contra infec¢oes, bloquear a transmissio, prevenir sintomas e, de
forma mais ambiciosa, levar a erradicacao de tais infec¢oes. Assim, foram
desenvolvidos varios tipos de vacinas como as que conhecemos hoje, con-
tra doencas como difteria, tétano, febre amarela, coqueluche, poliomielite,
variola, entre tantas outras.

As primeiras vacinas foram desenvolvidas a partir da purifica¢do de anti-
genos ou da inativa¢do quimica do agente patogénico extraido de plasma
de animais infectados. A modernizaciao da biologia trouxe a possibilidade de
melhorias nos métodos de produgao e purificagao das vacinas ja existentes, e
os avancos da biologia molecular possibilitaram o desenvolvimento de vaci-
nas recombinantes, a partir da identificacdo de varios antigenos, clonagem
de seus genes e expressdo em sistemas heterdlogos.

A primeira vacina recombinante produzida foi a vacina contra a hepatite
B, no ano de 1986. Utilizando a TDR, o antigeno de superficie do capsideo
do virus HBV foi clonado e expresso na levedura Saccharomyces cerevisiae.
O antigeno (AgHB) purificado das células recombinantes de S. cerevisiae é
formulado com adjuvante adequado (hidréxido de aluminio), gerando entao
a vacina contra hepatite B. A vantagem de produzir vacinas via engenharia
genética € a possibilidade de obter o antigeno em grandes quantidades, além
de praticamente zerar o risco de infec¢do, pois se trata de proteinas recom-
binantes livres do DNA do patdgeno. Esta tecnologia tem sido aplicada na
obten¢do de outros antigenos para a produ¢do de outras vacinas, como a
vacina contra o virus do papiloma humano (HPV).
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Estdo em desenvolvimento o que chamamos de vacinas de DNA, que, em
vez de conter o antigeno recombinante, contém o gene do antigeno clonado
no vetor de expressdao, que ird garantir a expressio do antigeno quando o
vetor for introduzido nas células do individuo no qual se deseja desencadear
a resposta imune protetora. Dentro das células, o vetor garante a expres-
sdo ou expressao/secrecao do antigeno, que, por ser estranho, desencadeara
resposta imune. Essa estratégia estd em desenvolvimento, embora mais atra-
sada, pois tem havido relutancia em se aprovar procedimentos que envolvam
inje¢ao de DNA exdgeno em um animal, pela possibilidade de, em certos
casos, acarretar o aparecimento de teratomas ou neoplasias malignas.

1.6.3 Biofarmacos recombinantes

A industria biotecnolégica tem desenvolvido uma infinidade de biofar-
macos recombinantes com excelentes aplicacoes na drea médica. A exemplo
da insulina humana, discutida acima, muitos outros produtos farmacéuticos
para uso humano tém sido produzidos por fermentacdo de microrganismos,
principalmente Escherichia coli.

Moléculas terapéuticas humanas complexas que tém modificacdes pOs-tra-
ducionais como glicosilagoes e fosforilagoes ndo podem ser feitas em bactérias,
pois estas nao fazem tais modificacdes, e nem em leveduras ou fungos filamen-
tosos, que fazem modificacdes pos-traducionais nao idénticas as de mamife-
ros e, portanto, podem induzir, com maior chance, resposta imune durante o
tratamento. Nesse caso, a hospedeira predileta para a producdo de proteinas
humanas complexas sdo as células recombinantes da linhagem CHO (chinese
hamster cells), que secretam biofarmacos como: fator VIII de coagula¢do san-
guinea, anticorpos monoclonais, interferon beta etc. A Tabela 1.3, a seguir,
mostra alguns dos principais biofarmacos produzidos por engenharia genética,
suas aplicacdes e em que hospedeiro sao produzidos.

Existem aproximadamente duzentos biofirmacos aprovados para uso e
cerca de 460 em triagem clinica, dentre os quais predominam os anticorpos
monoclonais recombinantes (MABs)3’. No cendrio mundial, o Brasil vem
tendo consideraveis destaques na produ¢do de moléculas recombinantes,
fruto de décadas de pesquisa e do elevado nivel de moderniza¢ao dos cen-
tros de pesquisa brasileiros, do conhecimento de cientistas nacionais e da
disposi¢ao de empresas de capital nacional em investirem nessa area. Den-
tre os produtos recombinantes de aplica¢dao clinico-terapéutica hd o exem-
plo pioneiro da insulina ja comercializada pela Biobrds e o horménio de
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Tabela 1.3 Alguns produtos terap&uticos feitos por engenharia genética

PRODUTO APLICACAO HOSPEDEIRO
Insulina humana Tratamento de diabetes Bocérias
Leveduras
. . . . Bactéria
Hormanio de crescimento Desordem de crescimento/baixa estatura
Leveduras
Fator de crescimento epidérmico Cicatrizacdo de feridas Leveduras
. . Bactérias
Interleucina 2 Tratamento de cdncer
Leveduras
o-interferon Antiviral, agente antitumoral Bactérias
Brinterferon Tratamento de esclerose miltipla , Boctérios .
(élulas de mamiferos
Eritropoefing Tratamento de certos tipos de anemia (élulas de mamiferos
Fator VII, VIl ¢ IX Agentes coagulantes (élulas de mamiferos
Bactérias
Ativador de plasmogénio tecidual Dissolver codgulos Leveduras

(élulos de mamiferos

Diversas doengas. Ex.: rituximabe (antileucémico),

; . (élulas de mamiferos
humira (tratomento de doencas autoimunes)

Anticorpos monoclonais (MABs)

crescimento humano para o tratamento de nanismo, no momento em fase de
testes clinicos pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., pro-
jeto desenvolvido em colaborag¢do com a Universidade Federal do Amazo-
nas. Alguns outros produtos, como enzimas, hormonios e anticorpos mono-
clonais, ja tiveram seus genes clonados no pais e se encontram em diferentes
fases de desenvolvimento.

Recentemente, pela importancia que tém assumido os anticorpos mono-
clonais, principalmente contra o cancer e doengas autoimunes, que tém que
ser importados e consomem cerca de 40% de todos recursos disponiveis
pelo SUS para a aquisicao de medicamentos, o governo brasileiro, por inter-
médio do Ministério da Saude tem criado condig¢bes por meio de Parcerias
Publico-Privadas (PPPs) para estimular a produgao desses biofarmacos em
nosso pais, a fim de que a populacdo brasileira tenha maior acesso ao medi-
camento e possamos economizar importantes divisas.



Biotecnologia Aplicada & Satde

1.7 COMO CONSTRUIR UMA BIBLIOTECA GENOMICA

Os procedimentos para a constru¢ao de uma biblioteca genomica serdao
apresentados, a seguir, pela sua importiancia para a tecnologia do DNA
recombinante e também porque as técnicas relacionadas requerem o uso de
importantes ferramentas que foram apresentadas neste capitulo. A Figura
1.20 a seguir mostra as etapas que sao normalmente cumpridas na constru-
¢do de uma biblioteca genémica, que foram também apresentadas de outra
maneira na Figura 1.1, no inicio deste capitulo.

No conjunto de protocolos apresentados a seguir, utilizaremos como

Coleta do material
biologico

Extragao do DNA Extragao do DNA
plasmidial cromossomal
Digestao com EcoR/ Digestao com EcoR/

l

Defosforilagao com
fosfatase alcalina

=

Transformagao

bacteriana

Figura 1.20 Principais etapas do procedimento de construgdo de uma biblioteca gendmica.

exemplo a construcdo de uma biblioteca genomica a partir de material
extraido de um figado animal. Com as devidas modificacdes, esses protoco-
los podem ser utilizados com outros tipos de tecidos e/ou células.
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1.7.1 Extracdo de DNA cromossomal pelo
método do fenol/cloroférmio3®’

Esse procedimento foi escolhido, pois além de resultar em DNA com bom
nivel de pureza, é similar ao utilizado por Avery e colaboradores®” quando
extrairam DNA de pneumococos e demonstraram ser essa substancia o
material genético (“principio transformante”). Na época, em vez de solugdo
com fenol, eles utilizaram para a extra¢do uma mistura de cloroférmio com
alcool isoamilico. Se for utilizada uma quantidade de tecido trés vezes maior
(150 mg), aumentando-se proporcionalmente os volumes das solugdes, é
possivel na etapa 14 adicionar vagarosamente o alcool a -20 °C e coletar
o DNA com um bastdo de vidro em vez de centrifugacio e lava-lo mergu-
lhando o bastdo por alguns minutos em solu¢ido de etanol 70% a -20 °C.

Solucgoes

NE:
e NaCl 150 mM
e EDTA 10 mM pH 8,0

TEN:
e NaCl 100 mM
e EDTA 50 mM
e Tris-HCI 50 mM pH 7,5

Triton X-100:
® 10% (V/V) em agua destilada ou milli-Q.

SDS 10% (P/V):
e Em 4dgua destilada ou milli-Q.

RNase A (10 mg/mL):
e Dissolver em tampao TR (ferver em banho-maria por 15 minutos)

Proteinase K:
* 10 mg/mL em 4dgua milli-Q

TR:
e EDTA 0,2 mM
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e Tris-HCIl 10 mM pH 8,0

Fenol: fenol hidratado equilibrado com:
e NaCl 100mM; EDTA 1 mM
e Tris-HCI 20 mM pH = 7,5, adicionado de 8-hidroxiquinolina e B-mer-
captoetanol para as concentragdes finais de 0,05% (P/V) e 1% (V/V),
respectivamente

Clorofane:
e Fenol 1V + 1V de cloroférmio hidratado, misturados na hora do uso.

Cloroférmio hidratado:
Cloroférmio saturado em agua milli-Q

Procedimento
1) Pesar 50 mg de tecido em um microtubo e homogeneizar diretamente em
500 mL de TEN. Prosseguir imediatamente ou manter a amostra a 4 °C.
2) Adicionar 60 mL de Triton X-100 10% e homogeneizar suavemente.
3) Adicionar 4 mL de RNase A (10 mg/mL).
4) Homogeneizar bem (sem movimentos bruscos), durante 5 minutos.
5) Incubar a 37 °C por 30 minutos.
6) Adicionar 60 mL de SDS 10%.
7) Adicionar § mL de proteinase K (10 mg/mL).
8) Incubar a 50 °C por 60 minutos.
9) Adicionar 1 volume de fenol hidratado, agitar suavemente o tubo por
inversao por 10 minutos.
10) Centrifugar a 2.000 g por 10 minutos.
11) Coletar o sobrenadante (fase aquosa) e transferir para um novo microtubo.
12) Adicionar a fase aquosa um volume de clorofane, agitando suavemente
por inversao por 10 minutos e repetir os procedimentos dos itens 10 e 11.
13) Adicionar a fase aquosa recuperada um volume de cloroférmio hidratado
agitando suavemente por inversao por 5 minutos e repetir os procedimen-
tos dos itens 10 e 11.
14) Adicionar a fase aquosa 0,1 volume de NaCl 3M e 2,5 volumes de etanol
100% a -20 °C e misturar invertendo o tubo varias vezes.

15) Deixar precipitando a 0 °C (banho dgua-gelo) por 30 minutos.

16) Centrifugar a 12.000 g por 10 minutos.
17) Descartar o sobrenadante.
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18) Lavar o sedimento, sem ressuspender, com etanol 500 pL 70% a -20 °C,
mantendo por 5 minutos no gelo, centrifugar a 12.000 g por 2 minutos e
desprezar o sobrenadante.

19) Secar em “speed vac” ou em fluxo laminar.

20) Dissolver em 100 mL a 300 mL de tampao TR, mantendo a 4 °C. Para
dissolver bem, deixar a 4 °C durante a noite.

21) Quando estiver totalmente dissolvido, aliquotar e estocar a -20 °C.

22) Analisar uma aliquota de 5 pL por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A
concentragdo do DNA pode ser estimada por espectrofotometria na regiao
do UV, considerando-se que uma solu¢ao com 50 pg de DNA por mL apre-
senta a absorbancia igual a 1,0 no comprimento de onda de 260 nm.

1.7.2 Extracdo de plasmideos por lise alcalina3® 39°

Esta metodologia permite separar de forma rdapida e barata o DNA
plasmidial do DNA cromossomal. As bactérias sdo lisadas com solugdao de
NaOH e SDS, que também desnatura o DNA, apds o que a solu¢do é neutra-
lizada por meio da adi¢ao de solucdo de acetato de potdssio em alta concen-
tracdo com pH 5,8, condi¢bes nas quais o DNA cromossomal desnaturado
precipita e o plasmideo, que se renatura mais facilmente recuperando sua
grande hidrofilicidade, permanece em solucao.

Se houver necessidade de uma preparacio de DNA plasmidial mais pura, é
possivel a partir da etapa 12 realizar extracdo pelo método do fenol/clorofér-
mio de forma similar ao descrito para a purifica¢cio do DNA cromossomal.
Pode-se também utilizar kits comerciais que incluem, apds a etapa 6, uma
etapa adicional que consiste na ligacio do DNA especificamente em uma
resina seguida de lavagem dos contaminantes e entdo sua elui¢do da resina.

Solucoes

Solugio I:
e Tris-HCI 100 mM pH 7,5
e EDTA 10 mM pH 8,0
¢ Lisozima 2 mg/mL

Modificado.

67
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Solucao II:
e NaOH 0,2 N
e SDS 1%
e Observacdo: diluir primeiro o NaOH e depois adicionar o SDS. Essa
solu¢do nao deve ser estocada por mais que um més).

Solucao III:
e Acetato de potassio 3 M (P/V) pH §,8

TR:
e EDTA 0,2 mM
e Tris-HCI 10 mM pH 8,0

Procedimento

1) Semear em placas as bactérias contendo o plasmideo pUC18 no dia ante-
rior, de forma a obter-se colonias isoladas.

2) Transferir uma colonia isolada para um tubo estéril contendo 5§ mL de
meio LB contendo ampicilina 100 ug/mL e incubar a 37 °C por 16 horas,
agitacao vigorosa (180 rpm).

3) Transferir 1,5 mL da cultura para um microtubo e centrifugar a 12.000 g
por 1 minuto. Repetir o passo 2 para a obtengao de maior quantidade de
pellet celular.

4) Ressuspender o pellet em 200 pL da solugao I gelada. Agitar rapidamente
no agitador de tubos (vortex). Acrescentar 1TuL. de RNase A (10 mg/mL) e
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

5) Adicionar 360 pL da solugao II e misturar rapidamente, invertendo o
tubo, e incubar no gelo por 5§ minutos.

6) Adicionar 300 pL da solugéo III gelada, misturar por inversdo do tubo até
precipitar bem (deve aparecer um precipitado claro bem definido).

7) Centrifugar a 12.000 g por 5 minutos (para sedimentar os restos celulares
e o DNA cromossomal precipitado). Transferir o sobrenadante para um
tubo novo.

8) Adicionar um volume de isopropanol misturar bem por inversio e deixar
5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000 g por 5 minutos.

9) Descartar o sobrenadante e remover excesso de isopropanol com auxilio
de micropipeta.

10) Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado a -20 °C.
11) Centrifugar por 5§ minutos a 12.000 g. Remover o sobrenadante.
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12) Secar o pellet em “speed vac” por 5 minutos ou em corrente de fluxo
laminar por 15 minutos.

13) Dissolver o DNA em 50 pL de Tampao TR.

14) Analisar 5 pL por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

1.7.3 Digestao dos DNAs com a enzima de restricao EcoRl

Nesta etapa, o DNA cromossomal e o plasmideo pUC18 serdo digeridos
com a enzima EcoRI a fim de gerar extremidades compativeis para posterior
ligagdo. Por defini¢ao, uma unidade de enzima (U) é a menor quantidade
capaz de digerir 1 pg de DNA do fago A em uma hora a 37 °C em volume
total de reacdo de 50 pL. Geralmente é recomendada, para os procedimentos
de clonagem, uma reacido de digestao exaustiva com cinco a dez vezes essa
quantidade de enzima por pg de DNA. Assim, usamos como exemplo uma
reacao que utiliza 1 pg de DNA, cujo volume dependera da concentracao
obtida na extragao. Sempre tomar cuidado para que o volume de enzima nao
ultrapasse 10% do volume final da reagdo, a fim de evitar a atividade ines-
pecifica da enzima devido ao excesso de glicerol (>5%), pois normalmente
as enzimas sdo estocadas em glicerol 50%.

Procedimento

Durante a preparagdo, manter os microtubos em gelo.

De acordo com a Tabela 1.4, misturar em microtubos os volumes dos
reagentes e incubar a 37 °C por 2 horas. Analisar 5 pL de cada reagdo de
digestao por eletroforese em gel de agarose a 1%. Se as reacdes de digestao
estiverem adequadas, incubar a 65 °C por 20 minutos para inativar a enzima
de restri¢ao EcoRI.

1.7.4 Defosforilacao do vetor linearizado
com fosfatase alcalina

Nesta etapa, o vetor digerido com a enzima EcoRI sera tratado com a
enzima fosfatase alcalina de camardo do Artico (shrimp alkaline phosphatase
— SAP) para remocgao dos grupos fosfato da extremidade 5° do DNA, pois
essa enzima pode ser inativada termicamente evitando a necessidade de,
apos a defosforilagdo, eliminar a enzima por tratamento com protease e
extra¢do com fenol/cloroférmio, que é um processo muito mais trabalhoso.

69



70

Tabela 1.4 Reagdes de digestio do DNA cromossomal & do vetor.
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e PSIEION - Tygt DGOy gy
— ECORI(pL) — ECORI (L)
Agua milli-Q q.5.p. q.5.p. q.5.p. q.5.p
Tampdo 10X 5 5 5 5
DNA _ (Tpg) _ (Tpg _ (Tpg __(Tpg)

EcoRl (10U/pL) ] ]

Volume final 50 50 50 50
Procedimento

1) O DNA do vetor de clonagem pUC18 digerido com EcoRI devera ser
precipitado com sal e dlcool, lavado com etanol 70% e seco.
2) Em um microtubo, dissolver 0,5 pg a 1,0 pg do DNA do pUC18 digerido

em 10 pL de tampao de reagao TSAP.

3) Adicionar 0,5 U de fosfatase alcalina (SAP) para cada 1 pg de pUC18 (ou

cerca de 1 pmol de extremidades 5’ fosfato).

4) Incubar a 37 °C por 30 minutos.

5) Incubar a 65 °C por 15 minutos para inativar a enzima (SAP).
6) Utilizar para ligagdo ou estocar a -20 °C para uso posterior.

Solucao

TSAP:
* 10 mM MgCI,
e Tris-HCI 20 mM pH 8,0

1.7.5 Ligacao dos fragmentos de DNA ao vetor

Antes da ligacdo, algumas consideragdes sao necessarias. A enzima EcoRI
¢ uma enzima de corte raro e produz fragmentos grandes. Dessa forma,
consideraremos como tamanho médio de inserto 1 kb. O vetor pUC18 tem
tamanho de aproximadamente 3 kb. Assim, para a ligacdo sera utilizada
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uma razdo de quantidade inserto/vetor de 3:1 em uma reag¢do de volume
final de 20 pL.

Procedimento
1) Em um microtubo, misture gentilmente os reagentes relacionados na

Tabela 1.5.
2) Incubar a 16 °C durante a noite.

Tabela 1.5 Reagdio de ligacio do inserto ao vetor.

REAGENTE VOLUME (pL)
Agua milli-Q 0.5.p
Tompdo 10X 2

DNA (Vetor) ___(50ng)
DNA (Inserto) ___(150ng)
T4 DNA Ligase ]
Volume final 20

1.7.6 Transformacdo bacteriana

Apos a ligagdo, as moléculas recombinantes serdo, entido, inseridas em
células da bactéria Escherichia coli por transformag¢ao por choque térmico.
Para isso, as células bacterianas devem ser tornadas competentes para a
transformacdo genética por tratamento com cloreto de cdlcio. Alternativa-
mente, as células podem ser transformadas geneticamente pelo método da
eletroporacio.

Procedimento

Preparo de células competentes para a transformacao genética

1) No final da tarde, inocular 5 mL de meio (LB) com uma unica colonia
isolada da linhagem escolhida de E. coli e incubar durante a noite a
37 °C.
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2) Inocular em 50 mL de meio de cultura com 1 mL do pré-in6culo obtido
durante a noite. Deixar crescer a 37 °C com agitac¢do (180 rpm) até a den-
sidade o6ptica (OD) de 0,5 a 0,6 a 600 nm.

3) Transferir 45 ml da cultura para um tubo de centrifugagao tipo falcon
estéril e centrifugar por 10 minutos a 5.000 g e 4 °C e, em seguida, cuida-
dosamente descartar todo o sobrenadante.

4) Ressuspender cuidadosamente as células em 10 mL de solu¢do de TCa
gelada (banho gelo-agua) e manter em gelo durante 30 minutos.

5) Coletar as células por centrifugacdo por 10 minutos a 2.000 ge 4 °C e
cuidadosamente descartar o sobrenadante.

6) Ressuspender cuidadosamente as células em 1 mL de solu¢ao de TCa
gelada.

7) As células estao prontas para a transformacdo por choque térmico (ou
para congelamento e armazenamento). Observagio: A eficiéncia da trans-
formagao aumenta a partir do preparo das células, se adequadamente
estocadas entre 0 °C e 4 °C, até cerca de 15 horas, quando comega a
diminuir devido a morte das células. Se desejar transformar com baixa
eficiéncia, é possivel até 48 horas ap0s o preparo. Para o armazenamento
a -80 °C, adicionar glicerol estéril para uma concentragao final de 12,5%
V/V e congelar em lotes de 100 pL em microtubos de 1,5 mL.

1.7.7 Transformacao genética

Solucoes e meios de cultura

TCa:
¢ CaCl, 100mM
e Tris-HCIl 10mM pH= 7,5 (esterilizar por autoclavagem

Meio LB:
e peptona 10g/L
e extrato de levedura 5 g/L
e NaCl 4 g/L pH = 7,0
e Esterilizado por autoclavagem

Meio LB soélido:
e Meio LB ao qual se adicionou 15 g/L de agar bacteriolégico
e Esterilizado por autoclavagem
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Ampicilina:
* 100 mg/mL (solu¢ao 1000X) em agua milli-Q estéril

IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo):
* 100 mM em agua milli-Q estéril

X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactopiranosideo):
® 20 mg/mL dissolvidos em dimetilformamida

Procedimento

1) Adicionar de 1 pL a 10 pL da reac¢ao de ligacdo contendo de 50 ng a 200
ng de DNA em um microtubo contendo 100 pL da suspensio de células
competentes.

2) Deixar no gelo por 30 minutos.

3) Dar um choque térmico transferindo o tubo do gelo para um banho-ma-
ria a 42 °C por 45 segundos (ou alternativamente a 37 °C por 5 minutos).

4) Deixar no gelo por 3 minutos e adicionar 900 mL de meio LB.

5) Incubar a 37 °C por 1 hora sob agitagao.

6) Plaquear diversos volumes (por exemplo, 20 ul, 50 uL, 100 uL e 200 ul)
com alga de vidro em meio LB sélido contendo ampicilina 100 pg/mL,
IPTG 0,1 mM e Xgal 40 pg/mL e incubar as placas invertidas em estufa
a 37 °C por 14 a 16 horas.

Analise dos resultados

Como o pUC18 é um vetor de clonagem de sele¢ao direta, se o inserto
for inserido em sitio localizado no “polilinker”, como € o caso do sitio da
EcoRI, as colonias que ficarem com a coloracdo natural de E. coli (bege)
sdo as recombinantes e as de coloracdo azul em principio receberam o plas-
mideo cujas extremidades se religaram sem o inserto, e portanto produzem
B-galactosidase que converte Xgal (substrato cromogénico) em azul indigo.
Pode-se contar as colonias e estimar a eficiéncia de transformacio, o namero
de clones recombinantes, bem como a porcentagem dos clones recombinan-
tes da biblioteca.
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