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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “Avancos Metodologicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” € uma obra
com o foco principal na valorizacdo acerca do conhecimento aprofundado em Biologia
Molecular e Biotecnologia, assim como do histérico e das técnicas recentes mais aplicadas
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tépicos Especiais
em Biotecnologia Il: Avancos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia
(BIOTECO024)”, ofertada pelo Programa de Poés-Graduagcdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Os diversos temas relacionados a Biologia Molecular e a Biotecnologia foram
abordados tendo como foco os avancos nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A
obra consta de sete capitulos, nos quais foram discutidos a evolugéo da biologia molecular
e das 6micas, assim como os sequenciadores de proxima geragéo, os métodos de estudo
em epigenética, a amplificacdo do DNA em single-cell, estudo de expressdo génica,
ferramentas de edicdo génica e expressao heterbloga de proteinas.

Deste modo a obra “Avangos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia”
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visédo ampla das
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas
evolucdes ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borgoi
Suzanny Oliveira Mendes

Adriana Madeira Alvares-da-Silva
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RBS Sequéncia Shine-Dalgarno (do inglés Ribossome Binding Site)
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RNAmM RNA mensageiro
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RESUMO: Proteinas sado macromoléculas
importantes para o funcionamento  dos
organismos pois desempenham inUmeros papéis
centrais, além de serem amplamente utilizadas
como reagentes na pesquisa, sendo aplicadas
em diversas areas como industria farmacéutica,
agricultura e diagnoéstico de doencas. A expressao
heter6loga de proteinas, possivel através da
tecnologia do DNA recombinante, se destaca
por permitir que organismos que ndo expressam
a proteina normalmente possam sintetiza-la em
escalas necessarias ao uso que se propdem.
Para tal, s@o necessarios vetores de expresséao
com caracteristicas adequadas e que possam
direcionar corretamente a transcricdo e traducéo
do gene de interesse na célula hospedeira
selecionada. Diferentes sistemas de expressao
heterbloga de proteinas s&o conhecidos,
podendo-se destacar as bactérias, especialmente
Escherichia coli, leveduras, fungos filamentosos,
microalgas, cultura de células de mamiferos,
insetos e plantas. Cada sistema possui vantagens
e desvantagens, sendo o melhor escolhido de
acordo com a caracteristica da proteina que se

deseja expressar. Quanto a analise e identificagcéo,
diversas técnicas s@o aplicadas para verificar a
presenca do gene e das proteinas nas células.
A purificagdo das proteinas expressas pelos
sistemas ocorre especialmente por cromatografia,
podendo ser do tipo cromatografia de troca idnica,
de afinidade, de gel filtracdo, de fase reversa,
de imunoafinidade e cromatografia liquida de
alta resolugdo. Sequéncias especificas de
aminoacidos, conhecidas como ‘tags’, geralmente
sdo adicionadas as proteinas para facilitar
principalmente o processo de purificagéo, apesar
de influenciar também em outras etapas do
processo. Apos a obtencao da proteina purificada
segue-se com o processamento de acordo com o
objetivo proposto com sua sintese.
PALAVRAS-CHAVE: Expressdo heter6loga,
proteina, DNA recombinante, vetores, purificagcao
de proteina.

HETEROLOGOUS PROTEIN EXPRESSION

ABSTRACT: Proteins are important
macromolecules for the functioning of organisms
because they play countless central roles, besides
being widely used as reagents in research, being
applied in several areas such as pharmaceutical
industry, agriculture and disease diagnosis. The
heterologous expression of proteins, possible
through recombinant DNA technology, stands out
by allowing organisms that do not normally express
the protein to synthesize it in scales necessary
for its proposed use. For this, expression vectors
with adequate characteristics and that can
correctly direct the transcription and translation
of the gene of interest in the selected host cell
are needed. Different systems of heterologous
expression of proteins are known, especially
bacteria Escherichia coli, yeast, filamentous fungi,
microalgae, mammalian cell culture, insects and
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plants. Each system has advantages and disadvantages, and the best one is chosen according
to the characteristic of the protein to be expressed. As for the analysis and identification,
several techniques are applied to verify the presence of the gene and proteins in the cells. The
purification of the proteins expressed by the systems occurs especially by chromatography,
and may be of the ion exchange, affinity, gel filtration, reverse phase, immunoaffinity, and high
performance liquid chromatography types. Specific amino acid sequences, known as ‘tags’,
are usually added to proteins to facilitate mainly the purification process, although they also
influence other steps in the process. Once the purified protein is obtained, it is processed
according to the proposed objective of its synthesis.

KEYWORDS: Heterologous expression, protein, recombinant DNA, vectors, protein
purification.

11 INTRODUGAO

Proteinas sdo macromoléculas formadas por um ou mais polipeptideos, os
quais sao constituidos por uma cadeia de amino4cidos unidos por ligacdes peptidicas.
A sequéncia exata dos aminoéacidos é determinada pelo gene que codifica para esse
polipeptideo especifico. Quando sintetizada, uma cadeia polipeptidica se dobra, assumindo
uma conformacao especifica (WALSH, 2007). Assim, cada tipo de proteina possui uma
estrutura tridimensional Unica e essa estrutura confere também uma fungéo Unica. Portanto,
€ evidente que a sequéncia de aminoacidos desempenha um papel fundamental tanto na
determinagédo da estrutura tridimensional da proteina quanto na sua fungdo (NELSON;
COX, 2011).

A conformacdo adotada pela proteina € amplamente estabilizada por multiplas
interacdes nao covalentes fracas. Um processo de desnaturagdo pode ocorrer quando
ha alguma influéncia, como calor e produtos quimicos por exemplo, que perturbe essas
interacOes fracas resultando na interrupcdo da conformagéo nativa do polipeptideo, o que
geralmente leva a perda de atividade funcional devido a perda da estrutura. A conformacéao
da proteina pode ser determinada por técnicas de difragdo de raios X e ressonéancia
magnética nuclear (RMN), por exemplo (WALSH, 2007).

Para que as informacgdes genéticas presentes no DNA da célula sejam expressas na
forma de uma proteina, enzima ou anticorpo, um intermediario entre a proteina e o DNA é
requerido: RNA mensageiro (RNAm), conforme discutido anteriormente.

Relembrando: o fluxo geral de informacdes, do DNA as proteinas, foi resumido por
Francis Crick como o “Dogma Central” da biologia molecular em que o DNA de fita dupla é
transcrito para o RNAm (em eucariotos, com processamento da transcricdo), que por sua
vez é traduzido pelo ribossomo na cadeia de aminoacidos que formam uma proteina. A
sintese de proteinas possui trés estagios principais: iniciagédo, alongamento e terminagéo
(GROVES, 2006).

As proteinas possuem papéis importantes em inUmeros processos celulares, sendo
sintetizadas como parte do metabolismo de todas as formas de vida. Tanto as proteinas
nativas quanto as recombinantes sdo muito utilizadas como reagentes na pesquisa
cientifica, sejam em processos industriais mediados por enzimas, diagnostico de doencas,
na industria farmacéutica e em setores da agricultura (EGELKROUT; RAJAN; HOWARD,



2012).

Uma proteina heter6loga é definida como aquela produzida em organismos
diferentes dos de sua origem, podendo ser expressas em sistemas procariotos ou eucariotos
(CANCADO, 2002, RAI; PADH, 2001). Assim, é denominada produgé@o heteréloga de
proteinas a expresséo de proteinas recombinantes em células diferentes de sua ocorréncia
natural (WALSH, 2007).

A expressao heter6loga, de uso da tecnologia do DNA recombinante, permite
a obtencdo de produtos biofarmacéuticos como hormoénios, fatores de coagulacéo,
citocinas, anticorpos, vacinas, enzimas, imunossupressores, entre outros, em uma
elevada quantidade quando comparados aos seus produtores nativos (RAMANA; XAVIER;
SHARMA, 2017). Existem diferentes sistemas de expressédo de proteinas heter6logas.
Dentre os procariotos, estédo os que utilizam células de bactérias e sdo os mais comuns nas
industrias biotecnolégicas na producao de proteinas recombinantes; e, dentre os eucariotos,
encontram-se os de leveduras, cultura de células de mamiferos e insetos, plantas e animais
transgénicos (CANCADO, 2002; WALSH, 2007), que seréao discutidos posteriormente.

21 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

Por meio de uma tecnologia de manipulagdo do DNA que surgiu na década de 1970,
foi possivel o isolamento e caracterizacdo de genes criando uma forma de recombinar
segmentos de DNA de diversas fontes em novas moléculas compostas. Essas técnicas
de manipulacdo do DNA s&do conhecidas como tecnologia de DNA recombinante ou
engenharia genética (GROVES, 2006). Normalmente envolve o isolamento, a manipulacéo
e areintrodugao de trechos de DNA nas células, conferindo a célula receptora a capacidade
de produzir uma proteina especifica. O pedago de DNA criado artificialmente in vitro que
contém DNA obtido de duas ou mais fontes é chamado de DNA recombinante (DNAr)
(WALSH, 2007).

No caso do desenvolvimento de uma proteina heterdloga, realiza-se inicialmente a
identificacdo e o isolamento do gene responsavel por codificar a proteina alvo, a geracao
de um pedaco apropriado de DNAr contendo a sequéncia de codificagcdo da proteina e a
introducao deste DNAr em uma célula hospedeira apropriada, de modo que a proteina alvo
seja produzida em grandes quantidades por essa célula manipulada (WALSH, 2007).

2.1 Clonagem

A insercdo e multiplicagdo de moléculas idénticas de DNA em um organismo
hospedeiro refere-se a etapa de clonagem na técnica de DNAr (GROVES, 2006). Para
clonar um fragmento de DNA de interesse é necessario vincula-lo a uma molécula de DNA
vetorial, que pode se replicar dentro de uma célula hospedeira. Entdo, apés uma unica
molécula de DNAr, composta por um vetor e um fragmento de DNA inserido, ser introduzida
em uma ceélula hospedeira, o DNA inserido é replicado junto com o vetor, gerando um
grande numero de moléculas de DNA idénticas (ALBERTS et al., 2007).

As enzimas de restricdo (ERs), endonucleases produzidas por bactérias que
normalmente reconhecem sequéncias especificas de 4 a 8 pb nos chamados locais de



restricdo, facilitam a producdo das moléculas de DNAr. Tais enzimas cortam o DNA de
uma fonte especifica em um conjunto reproduzivel de fragmentos de restricdo para serem
introduzidos no vetor. Como exemplos podemos citar: BamHI, EcoRlI, Hindlll, Kpnl e Pstl.
A insercéo dos fragmentos de DNA gerados em vetores recebe o auxilio de DNA ligases
(ALBERTS et al., 2007).

Gracas as informacdes sobre diversas sequéncias de genes disponiveis em bancos
de dados, é possivel obter grandes quantidade do gene de interesse usando a técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Primeiramente, o DNA gendmico da fonte de
interesse é extraido e depois realizada a PCR, gerando copias do gene de interesse. Locais
de reconhecimento para ERs podem ser incorporados nos oligonucleotideos para permitir
a clonagem do gene amplificado (WALSH, 2007).

O corte do DNA pode ser também realizado sem o uso de ERs, no caso de
cisalhamento mecéanico da solucdo de DNA. Pode-se ainda partir de um extrato de RNA,
que apos algumas etapas geram o DNA complementar (cDNA) apto a ser clonado da
mesma maneira que o DNA gendmico (GROVES, 2006).

2.2 Vetores

O fragmento de DNA que contém o gene de interesse sera transferido para uma
célula hospedeira através dos chamados vetores. Uma caracteristica essencial do vetor
de clonagem utilizado é que ele deve ser capaz de se autorreplicar na célula em que
sera introduzido, além de possuir marcador de selecao e locais de restricbes Unicos para
insercdo das sequéncias de interesse (FERRIER, 2017). Esses vetores, que podem ser
plasmideos, bacteri6fagos A, cosmideos, cromossomos artificiais bacterianos (BACs) ou
cromossomos artificiais de leveduras (YACs) por exemplo, devem possuir pelo menos um
local de clonagem e uma sequéncia que pode ser clivada por uma ER para permitir sua
ligacdo a um fragmento de DNA clivado de maneira semelhante (GROVES, 2006; WALSH,
2007). Alguns vetores de clonagem sédo conhecidos como: pBR322, pUC8, pEMBLS e
Agt10 (BROWN, 2013).

Os plasmideos, vetores muito utilizados, sdo moléculas circulares de DNA de fita
dupla que sao separadas do DNA cromossdémico de uma célula. Ocorrem naturalmente em
bactérias ou em células eucariodticas inferiores, seu DNA é duplicado antes de cada divisdo
celular e suas copias compdem cada célula filha. Os plasmideos frequentemente carregam
um ou mais genes para resisténcia a antibioticos e os mais comumente usados no DNAr
sdo o0s que se replicam em Escherichia coli (ALBERTS et al., 2007; GROVES, 2006).

O vetor escolhido deve ser aberto com a mesma ER utilizada para cortar o fragmento
de DNA contendo a sequéncia génica, seguido por uma incubagdo para promover a
adeséo das extremidades do fragmento de DNA com o vetor. Apés, o DNAr devera ser
transferido para as células hospedeiras, em um processo conhecido como transformacéo
(WALSH, 2007), que pode acontecer por diversas técnicas, entre as quais se destacam:
a eletroporagdo como método de transfecgéo, o qual consiste em sujeitar as células a um
campo elétrico forte, curto e pulsado, abrindo poros na célula e permitindo que a molécula
exogena seja inserida (LI; LIN, 2011); microinjecdo (SAMPATH KUMAR; PUTTARAJU,
2012); bombardeamento de particulas ou biobalistica (CARNEIRO; CARNEIRO; PAIVA,
2004); e, também através de vetores, como bactérias e virus (CARNEIRO; CARNEIRO;



PAIVA, 2004; FELBERBAUM, 2015; STUDART-GUIMARAES; LACORTE; BRASILEIRO,
2003).

2.3 Células hospedeiras

Diversas células podem ser usadas na técnica do DNA recombinante. Entre elas
encontram-se comumente células bacterianas, leveduras e mamiferas. De acordo com o
tipo de produto e a quantidade desejada baseia-se a escolha da célula e a cepa especifica
(GROVES, 2006).

A replicagdo do plasmideo dentro da célula hospedeira comecga na origem de
replicacdo (ORI), uma sequéncia especifica de DNA de 50 a 100 pares de bases, e continua
em torno do plasmideo circular. Dessa forma, ocorre a replicacdo da sequéncia de DNA
inserida no plasmideo, seja ela qual for (ALBERTS et al., 2007).

Para identificar se as células hospedeiras, como exemplo E. coli, absorveram
corretamente o plasmideo, as mesmas sdo incubadas em condi¢bes apropriadas para
que se possa identificar qual coldnia abriga o fragmento de DNAr que contém o gene de
interesse. Dentre as estratégias para identificacdo do DNAr em células de E. coli usando
o vetor pUC18, destaca-se uma em que as células sao espalhadas em placas de agar
contendo o antibiotico ampicilina e um produto quimico chamado X-Gal. Devido as células
de E. coli ndo possuirem o gene de resisténcia a ampicilina (ampR), as células que néao
foram transformadas n&o crescerdo nesse meio. Ja as células que contém o plasmideo
com o gene ampR, mesmo sem o fragmento de DNA inserido a ele, crescerdao no meio.
Porém, devido a essa célula produzir a enzima B-galactosidase havera a quebra do
X-Gal liberando um produto de cor azul, colorindo essas col6nias. Finalmente, as células
contendo o plasmideo no qual um fragmento de DNA foi inserido corretamente no gene lacZ
nado produzirdo B-galactosidase e, assim, colonias derivadas dessas células crescerao no
meio e apresentarao uma cor branca normal, as quais serao identificadas e selecionadas
(WALSH, 2007).

Segundo Groves (2006), para escolher a melhor célula hospedeira deve-se observar
alguns aspectos, entre eles: se o crescimento da célula é lento ou rapido; o custo; o nivel de
expressao de produto alcancado pela célula; a facilidade da purificagéo do produto levando
em conta a secrec¢do dele no meio; se o produto, no caso uma proteina, sera dobrada
corretamente e modificada para atingir sua atividade; e, se os vetores sédo adequados para
ela.

31 EXPRESSAO HETEROLOGA DE PROTEINAS

Devido as técnicas de DNA recombinante, que transformam células em fabricas
para sintetizar proteinas, a producao comercial de insulina, hormonio do crescimento, fator
estimulador de colénias de granulécitos, vacinas e outras proteinas humanas com usos
terapéuticos tornou-se possivel (ALBERTS et al., 2007; RAMANA; XAVIER; SHARMA,
2017). A expressdo heterbloga de proteinas provenientes da manipulagdo de genes
especificos representa a ultima etapa da tecnologia do DNA recombinante (CARUSO,
2007).



Inicialmente, obtém-se um clone do gene que codifica a proteina de interesse, apos,
os vetores que expressarao as proteinas séo projetados com promotores para a transcricao
do DNA e inseridos nas células hospedeiras. Para facilitar a purificagdo da proteina
expressa, entre outros beneficios, normalmente implanta-se uma sequéncia nucleotidica
curta (podendo ser seis residuos de histidina no carbono terminal, por exemplo) ao final
do DNA complementar, conhecida também como ‘tag’ (ALBERTS et al., 2007), que sera
discutida posteriormente.

Os vetores citados anteriormente foram projetados para isolamento e propagacao
de fragmentos de DNA com genes que codificam uma proteina especifica, porém, para
se alcancar altos niveis de expressao da proteina requerida, o vetor em questdo deve
suportar alto nivel de transcrigéo e tradugao. Os vetores de expressao devem possuir além
de alguns elementos como origem de replicacdo, marcador selecionavel com um gene de
resisténcia a antibiético e locais de restricdo para clonagem, também regido com promotor
da transcricao, regiao de inicio da tradugao, bem como terminadores da transcricdo e da
tradugéo, sequéncias reguladoras, sequéncia Shine-Dalgarno (RBS - Ribossome Binding
Site) no caso de procariotos, proteinas de fusdo para facilitar dobramento e purificacao
(opcional), ou seja, deve conter todas as sequéncias de DNA especificas que irdo
direcionar a transcrigéo e tradugdo do gene de interesse. Esses vetores estéo disponiveis
comercialmente e cada um é adaptado para funcionar melhor em um tipo especifico de
célula hospedeira (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018; SORENSEN; MORTENSEN, 2005;
WALSH, 2007).

Aclonagem de genes para expressao de proteinas geralmente comega com um cDNA,
pois a maioria dos genes eucarioticos contém introns. Esse cDNA é usado como modelo na
PCR onde o gene de interesse sera amplificado, clonado, sequenciado e subclonado em
um ou mais vetores de expressao. Alguns motivos levam a preferéncia da clonagem inicial
em um vetor de ndo expressédo antes do uso do vetor de expressdo, como por exemplo
o tamanho maior do vetor de expressao e seu baixo numero de cépias complicando um
pouco mais a clonagem e sequenciamento, a ocorréncia de erros de sequéncia no gene
ou polimorfismos de nucleotideo Unico e também erros nos iniciadores de PCR. Assim,
para melhorar a expresséo e posterior purificagdo das proteinas esse processo pode ser
realizado, confirmando antes a sequéncia do gene em questéo e corrigindo algum erro que
possa ter ocorrido (HARTLEY, 2006).

Muitos sistemas de expressdo comerciais desenvolvidos para inUmeras aplicagdes
e compatibilidades estéo disponiveis, como exemplos pode-se citar o sistema de expresséo
pET baseado no promotor do fago T7 e também sistemas que utilizam os promotores trc,
lac, tac e promotor PL do fago A (RESENDE, 2015; SORENSEN; MORTENSEN, 2005). Os
promotores sdo elementos de um vetor que estao relacionados diretamente ao rendimento
proteico, devido seu efeito na forca e duracédo da transcricao. A RNA polimerase se liga a
sequéncia promotora, localizada ao lado do gene alvo, iniciando a sintese de RNAm. Um
promotor efetivo para expressao heteréloga de proteinas deve ser forte, apresentar baixa
atividade de transcrigdo basal e sua indugdo deve ser simples e de baixo custo (FRANCIS;
PAGE, 2010; RESENDE, 2015).

Espera-se de uma expresséo heter6loga que a proteina de interesse seja estavel,
soluvel, expressa em grande quantidade, ndo téxica para a célula hospedeira e facilmente



purificada. Nao existe um sistema ideal para todas as proteinas possiveis, cada um possui
caracteristicas favoraveis e limitagbes (WALSH, 2007).

3.1 Sistemas de expressao heteréloga de proteinas

O uso de bactérias como E. colicomo sistema de expressao heteréloga de proteinas é
vantajoso devido sua biologia molecular ser bem caracterizada, possuir rapido crescimento,
baixos custos de producéo (GOMES et al., 2016; WALSH, 2007), escalonamento direto
para maiores produgdes, além de facil manipulacdo. Como desvantagens tém-se a falta
de processamentos poés-traducionais, como a glicosilacéo; acimulo intracelular de corpos
de incluséo, que sao agregados constituidos de proteinas desnaturadas ou incorretamente
enoveladas; o processamento inadequado de transcritos de genes eucaribticos que
contém sequéncias ndo codificantes ou introns; a presenca de lipopolissacarideo em sua
superficie; capacidade limitada de formar pontes dissulfidricas; viés de cédon; acimulo
de endotoxinas e a falta de um sistema para secretar as proteinas ao meio extracelular,
sendo que essa Ultima desvantagem faz com que seja necessaria uma purificacdo mais
extensa para separar a proteina de interesse das demais proteinas homdlogas adicionais
produzidas pelas células de E. coli (BROWN, 2013; GOMES et al., 2016; GROVES, 2006;
WALSH, 2007).

Alternativas para contornar algumas desvantagens desse sistema tém sido
implantadas, como o uso de proteinas de fuséo, uso de peptideo sinal para direcionamento
da proteina, condicbes especiais de crescimento, uso de aditivos, co-expressdao com
chaperonas e escolha da linhagem mais adequada (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Deve-
se selecionar a cepa de E. coli mais interessante e viavel para clonagem e expressao de
determinada proteina (SORENSEN; MORTENSEN, 2005), pois existem diversas disponiveis
comercialmente, como exemplo BL21 (Novagen), BL21 (DE3) (Novagen), BLR (DE3)
(Addgene), Origami B (Novagen), T7 Express (Novagen), entre outras (KAUR; KUMAR;
KAUR, 2018). A insulina humana recombinante foi o primeiro produto biofarmacéutico feito
por engenharia genética, sendo produzida em E. coli com aprovagé@o de marketing em 1982
(WALSH, 2007).

Um sistema de expressdo eucaribtico interessante e antigo € o de leveduras,
representado na maioria das vezes por Saccharomyces cerevisiae, mas também por
Hansenulla polymorpha e Picha pastoris (BALAMURUGAN et al., 2006). Os sistemas
eucarioticos permitem a modificacdo e o processamento de proteinas ao contrario dos
bacterianos, o que constitui vantagem (CANCADO, 2002; GOMES et al., 2016). Como
vantagens também caracterizam-se o crescimento rapido em meios relativamente de
baixo custo, ndo ha producdo de endotoxinas, parede externa resistente a danos fisicos,
possibilidade de secretar produtos de proteina para o meio mais rapidamente do que a
E. coli, organismos listados como seguros pela grande aplicagéo industrial ja utilizada,
capacidade de processar transcritos de RNA para remover os introns e promover
glicosilacdo de proteinas, esta ultima pode representar também uma desvantagem devido
ao padrao de glicosilacdo variar um pouco das proteinas nativas podendo ocorrer também
hiperglicosilagdo (GROVES, 2006; WALSH, 2007). Outra desvantagem observada é em
relacdo aos niveis de expressédo de proteinas heterélogas que situam-se abaixo dos
alcancados por E. coli (WALSH, 2007) e também a possibilidade de viés do codon (GOMES



et al., 2016). Os principais biofarmacéuticos obtidos através de leveduras sdo a albumina
sérica humana, insulina e seus andlogos, e vacinas contra papilomavirus e hepatite
(NIELSEN, 2013).

Fungos filamentosos também possuem capacidade de produzir grandes quantidades
de proteina e sdo muito utilizados na industria de alimentos principalmente como produtores
de enzimas, como por exemplo Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei
(GOMES et al.,, 2016; LANDOWSKI et al., 2016). Possuem vantagens em relagdo ao
crescimento rapido e robusto, secrecao das proteinas nos meios extracelulares facilitando
a purificacdo e também a capacidade de realizar modificagdes pos-traducionais como
os demais sistemas eucarioticos (HAVLIK et al., 2017; WALSH, 2007). Porém, como
desvantagem tem-se a maior complexidade desse sistema e a relativa falta de compreensao
de sua fisiologia em comparacéo as bactérias (SU et al., 2012).

As microalgas, principalmente da espécie Chlamydomonas reinhardtii, representam
outro sistema para a producdo de proteinas recombinantes, devido ao baixo custo e
tecnologia simples (DYO; PURTON, 2018). C. reinhardtii € um organismo modelo cujos
trés genomas foram sequenciados, sendo possivel entdo direcionar a modificagcéo genética
(TAUNT; STOFFELS; PURTON, 2018). A introdugcéo do gene de interesse no genoma de
pequenos cloroplastos é desejada, pois garante uma expressdo estavel e de alto nivel
(DYO; PURTON, 2018). Outras vantagens apresentadas sdo a formacado de ligagdes
dissulfeto e dobragem adequada. Muitas proteinas recombinantes, incluindo anticorpos
monoclonais, fatores de crescimento e vacinas sé&o produzidas em C. reinhardtii (TAUNT;
STOFFELS; PURTON, 2018).

Outras células eucaritticas usadas incluem linhagens celulares derivadas de tumor,
células de ovario de hamster chinés e células de rim de hamster bebé. O crescimento dessas
células é muito mais lento do que leveduras ou bactérias além de serem mais sensiveis as
mudancas no pH, temperatura, nivel de oxigénio, metabdlitos e as forcas de cisalhamento.
O cultivo para producdo em larga escala € mais complicado e apresentam niveis variados
de expressdo das proteinas heterélogas (GOMES et al.,, 2016; GROVES, 2006), além
de geralmente exigirem a suplementagcdo de fatores de crescimento, aminoacidos,
agentes redutores ou vitaminas (ZHU, 2012). Porém, dentre as vantagens encontram-se
a capacidade de secretar o produto proteico no meio, de processar adequadamente o0s
transcritos de RNA para expressao génica e modificar adequadamente a proteina expressa
por clivagem, glicosilacédo e redobragem, por exemplo (GROVES, 2006). A cultura de células
de mamiferos geralmente é usada apenas na fabricagcdo de proteinas terapéuticas que
mostram modificagbes poOs-traducionais extensas e essenciais, incluindo gonadotrofinas,
algumas citocinas, anticorpos monoclonais, fatores de coagulagdo, enzimas, entre outros
(DUMONT et al., 2016; WALSH, 2007). Os promotores do citomegalovirus sdo amplamente
utilizados na construcdo de cassetes de expressédo para células de mamiferos (KHAN,
2014).

Sobre os sistemas de cultura de células de insetos envolve-se a infeccdo dessas
células cultivadas com o vetor de expressao baculovirus geneticamente modificado, que
carrega integrado ao seu genoma o gene que codifica a proteina desejada controlado por
um potente promotor viral e pelo seu terminador correspondente (FELBERBAUM, 2015;
STOGER et al., 2005). Alguns insetos utilizados sdo Spodoptera frugiperda, Drosophila



melanogaster e Autographa californica (GECCHELE et al., 2015). S&o células que crescem
mais rapido comparadas a de mamiferos, ndo ha risco de contaminagéo por prions e DNA
oncogénico, garantem alto rendimento (CONTRERAS-GOMEZ et al., 2014; GECCHELE et
al., 2015) e servem de ferramenta para producéo de glicoproteina recombinante. Porém,
como desvantagens encontram-se as modificagdes poés-traducionais que podem ser
incompletas, podem diferir dos padroes associados as glicoproteinas humanas nativas e
culturas com condi¢des mais exigentes. O antigeno de superficie da hepatite B e IFN-y séo
exemplos de proteinas terapéuticas produzidas com sucesso em escala laboratorial em
linhas celulares de insetos (WALSH, 2007).

A producgéao de proteinas heter6logas em animais transgénicos também ganhou um
certo destaque, pois como cada célula do animal transgénico resultante abrigara uma cépia
do DNA transferido, essa nova informacgéo genética introduzida pode ser transmitida de
uma geragao para a seguinte, produzindo a proteina de interesse continuamente. Para
facilitar a liberacdo da proteina, uma alternativa foi direcionar a producéo de proteinas
para a glandula mamaria, na qual cabras e ovelhas provaram ser interessantes devido
a caracteristicas como altas capacidades de producao de leite e facilidade de manuseio
e criagdo (WALSH, 2007). A primeira proteina recombinante aprovada em 2006 foi a
antitrombina, secretada no leite de cabras (MAKSIMENKO et al., 2013). Além do leite,
anticorpos e outras proteinas ja foram produzidos no sangue de porcos e coelhos
transgénicos. Porém, varias razdes tornam esse sistema inviavel industrialmente, entre
elas a possibilidade de coletar pequenos volumes de sangue, a complexidade do soro
que contém uma variedade de proteinas nativas tornando a purificagdo mais dificil, a falta
de estabilidade das proteinas e os efeitos colaterais fisioldgicos negativos que podem ser
causados pela proteina no animal produtor (WALSH, 2007).

Também foi demonstrada a produgéo de B-lactamase na clara de ovos de galinhas
transgénicas (HARVEY et al., 2002). Algumas vantagens como dobragem adequada das
proteinas, glicosilagéo correta e modificacbes pds-traducionais adequadas séo destacadas
(GOMES et al., 2016), porém, o custo mais alto, tempo de producdo elevado e baixo
rendimento representam problemas, além ainda do risco de contaminacdo por virus
(CANCADO, 2002; GOMES et al., 2016; LARRICK; THOMAS, 2001).

O uso de plantas como sistema de expressdo de proteinas heter6logas, em
comparacdo aos demais eucariotos, apresenta-se com maior seguranca, menor tempo,
baixo custo e é superior em termos de armazenamento e distribuicdo. Constituem um
sistema ideal para expressar proteinas heterdlogas que requerem modificagdes pos-
traducionais um pouco mais complicadas. Tais proteinas expressas podem ser localizadas
em diferentes 6rgados da planta e existe a possibilidade de manipular o tempo de expressao
para estagios de crescimento especificos (LOJEWSKA et al., 2016). Oferecem uma fonte
de material menos custosa para seu cultivo em comparacéo a outros microrganismos e
devido a facilidade pode-se cultivar um nimero maior para aumentar o rendimento total das
proteinas (ESPIRITO SANTO, 2013).

Em relacdo ao uso de plantas transgénicas, uma gama de proteinas terapéuticas
podem ser expressas pelo tecido da planta, pois a planta pode receber a transferéncia dos
genes de interesse através de vetores principalmente pelo patégeno vegetal Agrobacterium,
no qual uma por¢éo do plasmideo é translocada e integrada ao genoma da célula vegetal,



ou também através de vetores virais de plantas (BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2017;
WALSH, 2007). No primeiro método, plantas transgénicas com uma expressao estavel
sd0 obtidas, enquanto no segundo caso a expressao transitoria do gene é obtido (YAO
et al., 2015). Algumas desvantagens do sistema de plantas transgénicas sédo padrdes de
glicosilacao diferentes da proteina humana nativa (WALSH, 2007), presen¢a de metabdlitos
que podem contaminar o produto bruto, natureza geografica/sazonal do crescimento da
planta (BALAMURUGAN et al., 2006), a variagdo dos niveis de expresséo de acordo com
o destino e a necessidade de melhorar o desenvolvimento dos ensaios (GOMES et al.,
2016)invasion and metastasis. Tissue and serum levels of MMP2 and MMP9 correlate
with disease prognosis. Real-time PCR is emerging as an alternative or supplementary
technique to immunohistochemistry (IHC.

3.2 Andlise e selecao dos recombinantes

Quanto ao processo de selegdo, 0 mesmo pode envolver a resisténcia a antibioticos
ou a habilidade das células hospedeiras de crescerem na auséncia de certos suplementos
nutricionais, capacidade gerada pelos vetores inseridos, como previamente discutido a
respeito da insercdo do fragmento de interesse no gene lacZ, o que determinara quais
colénias foram transformadas pela cor apresentada (WALSH, 2007). Pode-se realizar
também uma PCR seguida de sequenciamento para confirmar a presenca do gene de
interesse.

Além disso, técnicas imunolégicas podem ser usadas para detectar a presenca da
proteina que foi produzida pelos clones (GROVES, 2006), como a verificacdao da expressao
da proteina pela técnica de Western blotting acompanhada por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (LIU; YANG, 2012),
e ainda, dependendo do produto em questao, existe a possibilidade de encontrar o clone
adequadamente transformado que expressou uma enzima, por exemplo, procurando pela
atividade dela na célula (GROVES, 2006).

3.3 Purificacao de proteinas

Antes da purificagdo é necessario que a proteina seja retirada da célula hospedeira
€ 0 processo vai depender se o sistema de expressao libera o produto no meio intracelular
ou extracelular. Nos dois casos, as células podem ser coletadas por centrifugacdo ou
microfiltracdo (WALSH, 2007). Ainda, no caso de produto intracelular, realiza-se a ruptura
celular para obter a proteina de interesse. Essa ruptura é frequentemente alcancada por
métodos mecanicos como homogeneizacdo ou agitacdo vigorosa com abrasivos, mas
também pode-se recorrer ao uso de produtos quimicos como detergentes, solventes como
tolueno, agentes caotropicos como ureia, através de enzimas como lisozima, exposi¢éo a
condicbes alcalinas e sonicacdo (AHMAD et al., 2014). Apés a ruptura das células, ocorre
a concentracdo do produto bruto, podendo ocorrer principalmente por ultrafiltragcédo ou
também através de sais que induzem a precipitagdo (WALSH, 2007).

No caso do produto intracelular produzido em procariotos, a secre¢ao no espago extra
citoplasmatico pode ser alcancada fundindo a proteina recombinante a um peptideo sinal
adequado. Alguns exemplos de peptideos sdo: OmpA (proteina A da membrana externa),
PhoE (proteina E dos poros da membrana externa), Lpp (lipoproteina mureina) e OmpT



(protease VII) (CHOI; LEE, 2004). O peptideo sinal € clivado e a proteina recombinante se
dobra no periplasma com a ajuda de chaperonas e formam-se ligacdes dissulfeto gerando
a conformacéao correta (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Geralmente a proteina é expressa
em maiores quantidades no citoplasma bacteriano, porém na forma de corpos de incluséo.
Entéo, é necesséario um processamento adequado desses agregados para se obter a forma
soluvel da proteina, passando pelo isolamento, purificagdo, solubilizagdo, renaturagéo e
dobramento, através de reagentes especificos e técnicas diversas (CLARK, 2001).

Para purificar proteinas recombinantes sao utilizados os mesmos meios de
purificacao de proteinas tradicionais, porém, a purificagdo pode ser até mais direta devido
a capacidade de alcangar altos niveis de expressdo da proteina desejada. Técnicas de
cromatografia que as separam considerando suas propriedades especificas e diferencas
sdo amplamente utilizadas, como exemplo cita-se a cromatografia de troca ibnica, de
afinidade, de imunoafinidade e cromatografia liquida de alta resolu¢édo (HPLC), sendo que
essa Ultima podera ser utilizada desde que a alta pressao aplicada nao afete o produto
proteico (WALSH, 2007).

O procedimento de purificagdo consiste na separacéo da proteina alvo, mantendo
sua estrutura quimica e atividade biolégica (LABROU, 2014), e representam entre 45
a 92% dos custos totais da fabricagdo de proteinas recombinantes (SARASWAT et al.,
2013). Como principio basico da separagao cromatogréafica tem-se uma fase movel fluida
que transporta espécies em direcdo a uma fase estacionaria solida, baseando-se nas
diferencas de afinidade. Ao longo da coluna, alguns componentes da amostra transportada
pelo eluente apresentaréo interacdes mais fortes com a fase estacionaria do que outros,
gerando perfis de concentragao e diferentes velocidades de eluicdo. Assim, espécies mais
retidas eluirdo por Ultimo, permitindo a coleta do produto de interesse com maior pureza
(FARIA; RODRIGUES, 2015).

Cada metodologia de purificagéo utiliza uma caracteristica particular das proteinas,
por exemplo, quando se trata da especificidade do ligante, a cromatografia de afinidade
€ usada, tendo como base a interacéo bioespecifica entre uma proteina e um ligante
apropriado, sendo o método mais popular; quando as proteinas possuem diferencas na
carga a um determinado pH a cromatografia de troca idnica € preferida; quando as proteinas
variam em tamanho é utilizada a cromatografia por exclusao de tamanho ou gel filtragéo;
e, quando se trata de hidrofobicidade, sdo utilizadas a cromatografia de fase reversa e
a cromatografia de interagdo hidrofébica (OWCZAREK; GERSZBERG; HNATUSZKO-
KONKA, 2019). Dependendo da proteina em questdo, varias etapas de cromatografia
podem ser requeridas (WALSH, 2007).

Algumas considerac¢des importantes sobre o processo de purificagdo de proteinas
sé@o: deve ser simples e com 0 minimo de etapas; uso de reagentes mais baratos; deve
haver monitoramento constante; o produto final deve ser altamente purificado; gastar pouco
tempo; permitir alta reprodutibilidade e sempre utilizar aparelhagem confiavel (KHAN,
2014).

A incorporagdo de ‘tags’ ou proteinas de fusdo podem facilitar o processo de
purificacdo. Utiliza-se da engenharia genética para incorporagdo de tags especificas
de peptideos ou proteinas a proteina de interesse, que ligam-se as proteinas alvo por



um sitio de reconhecimento de uma protease especifica (KOSOBOKOVA; SKRYPNIK;
KOSORUKOV, 2016). Foram projetadas com sucesso tags que permitem a purificacao
rapida e direta da proteina hibrida por técnicas como cromatografia de afinidade, troca
i6nica, interagdo hidrofébica ou imunoafinidade. Dependendo do marcador adicionado
pode ser gerada uma carga positiva na proteina o que facilita sua purificagdo por troca
catiénica, por exemplo (WALSH, 2007).

ApO6s a purificacao da proteina hibrida, € necesséria a remoc¢ao do marcador, que
pode ser realizada por meios quimicos ou enzimaticos (WALSH, 2007), adicionando outra
etapa e custo ao processo de producdo de proteina recombinante (LI, 2011), porém,
dependendo da sequéncia adicionada pode nédo afetar a estrutura final da proteina
(OWCZAREK; GERSZBERG; HNATUSZKO-KONKA, 2019). Essas proteinas de fusdo que
se ligam as proteinas recombinantes facilitam ndo s6 a purificacdo, como também podem
proteger as proteinas da protedlise, aumentar a solubilidade, facilitar o reconhecimento e
melhorar a expressdo. Podem ser tanto sequéncias curtas de aminoacidos como residuo de
histidina (poli-His), residuo de arginina (poli-Arg) e epitopo FLAG, quanto proteinas como
tiorredoxina (TRX), proteina ligante da maltose (MBP), glutationa S-transferase (GST) e
proteina verde fluorescente (GFP) (BUCHER; EVDOKIMOV; WAUGH, 2002).

Para acompanhar o progresso da purificacdo de proteinas ensaios analiticos séo
essenciais, entre eles estdo métodos fisicos e quimicos, para determinar a qualidade da
preparacéo final e a caracterizagéo da proteina (VEDADI et al., 2010). Um método de
quantificacdo do produto final &€ a medicao da absorbancia da proteina utilizando a ligacéo
com corantes, e, para avaliar a pureza utiliza-se a técnica de SDS-PAGE, podendo ser
acompanhada de Western blotting, além também de outras técnicas como eletroforese
capilar, HPLC e espectrometria de massas (WALSH, 2007).

Adicionalmente, podem ser realizadas diferentes analises que ndo somente detectam
impurezas proteicas, mas verificam se a substancia esta em total conformidade com o
que foi proposto inicialmente, como mapeamento de peptideos, anélise de aminoacidos,
sequenciamento N-terminal e analises espectrofotométricas. O processamento seguinte vai
depender do objetivo com a proteina obtida, o que pode envolver a adi¢céo de excipientes,
filtragem estéril, liofilizagdo ou preparo de solugéo, por exemplo (WALSH, 2007).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A expressao heter6loga de proteinas, que surgiu através da tecnologia do DNA
recombinante, permitiu um avanco na producdo em larga escala de muitos produtos
importantes como hormdnios, vacinas, entre outros. No presente capitulo foram descritos
de forma geral o histérico, aplicagéo e todo processo que envolve desde a manipulacéo
do gene de interesse, escolha de vetores, caracteristicas dos sistemas de expressao
heter6loga de proteinas, métodos de analise e identificacéo até a completa purificagéo das
proteinas.
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