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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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RESUMO: As ciéncias ©Omicas objetivam
identificar, quantificar e caracterizar os processos
celulares a fim de buscar entendimento das vias
intracelulares. Por meio de técnicas que adotam
uma visdo abrangente da biologia molecular
visando a identificacdo por meio da gendmica,
transcriptomica, protedbmica e metaboldmica.
Essas diferentes técnicas que evoluiram ao
longo dos anos permitiram que mais e mais
conhecimento sobre essa maquinaria biologica
fosse aos poucos decifrada, permitindo que esse
sistema complexo pudesse ser compreendido.
As tecnologias Omicas podem ser aplicadas na
busca por respostas dos diversos processos
fisiolbgicos na saude e na doenca sendo para esse
ultimo capaz de desempenham o diagnéstico,
prognostico e compreensao na etiologia. Nesse
presente capitulo foram copiladas informacdes
sobre a evolugéo das ciéncias 6micas abrangendo
as diversas areas da Biologia, por meio de buscas
em periodicos indexados. Deste modo, foi possivel
discutir, a integracéo de diversas ferramentas no
entendimento da Biologia de Sistemas e definir os

OMICAS

mecanismos e funcionalidade dentro da biologia
molecular.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia de
biotecnologia, técnicas 6micas.

sistemas,

THE EVOLUTION MOLECULAR BIOLOGY
AND OMICS

ABSTRACT: Omic Sciences aim the to identificfy,
quantify and characterize cellular processes, in
order to understand to intracellular channels. By
means of techniques that adopt a comprehensive
vision of Molecular Biology aiming to identify
by genomic, transcriptomic, proteomic and
metabolomic means. These different techniques
which evolved throughout the years allowed
more and more knowledge about this biological
machinery to be gradually deciphered. Omic
science can be applied in the search for answers
to several physiological processes of health and
disease, for this last able to perform a diagnostic,
prognostic in etiology.In presente chapter was
compiled information about the evolution omic
Sciences comprehensive to several areas on
biology, through searches in indexed journals.
Thus, it was possible to discuss integration to
several tools in understanding to Systems Biology
and the mechanisms and functionality in side
molecular biology.

KEYWORDS: Systems Biology, biotechnology,
omic techniques.

11 INTRODUCAO

As Omicas representam analises
sistémicas das varias vias biologicas que
objetivam identificar, quantificar e caracterizar os
processos celulares a fim de buscar entendimento
das vias intracelulares (SOUZA; RHODEN;
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PAMPHILE, 2014). Logo as tecnologias que envolvem as Ciéncias Omicas adotam uma
visdo abrangente da biologia molecular visando a identificagdo por meio da gendmica,
transcriptémica, proteémica e metabolémica, sendo a reunido dessas varias técnicas
chamadas de biologia de sistemas (HORGAN; KENNY, 2011; ARIAS; FREIRE, 2008).

Mas antes de iniciarmos sobre a discussdo acerca das Omicas é essencial
relembramos fatos que foram importantes para que todos esses conjuntos de saberes fossem
incorporados no nosso dia a dia. Desde a descoberta dos Acidos Desoxirribonucleicos
(DNA) até os dias de hoje muitos pesquisadores trabalharam, cada um em seu tempo e
em seus laboratorios, para que esses conhecimentos fossem possiveis e disponibilizados
nos dias de hoje.

Em 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod e MacLyn McCarty em suas pesquisas
permitiram-se conhecer a existéncia do DNA (AVERY; MACLEOD; MCCARTY, 1944). A
partir deste ponto nos anos que seguiram, a busca dos cientistas em responder todas as
perguntas aumentou. Em 1951, Rosalind Franklin aprimorou o uso da cristalografia de
raios-X para criar imagens de matérias microscopicas, extraindo DNA e analisando com
raios-X expondo assim que nao havia apenas uma forma da molécula, e sim duas fitas em
dupla hélice (ORTIZ; SILVA, 2016).

Em 1952 Alfred Hershey e Martha Chase demonstram que o DNA realmente era a
molécula que transmitia as informacdes herdaveis. Mais tarde, em 1953, Watson e Crick
baseando-se em estudos de outros pesquisadores como os dados cristalograficos de
raios-X de Rosalind Franklin e Maurice Wilkins do King’s College, descreveram a estrutura
do DNA composta por duas cadeias complementares unificadas em direcbes inversas
(FRIGOLET; GUTIERREZ-AGUILAR, 2017).

As descobertas envolvendo o DNA se sobrepuseram com a descoberta da
sequéncia de aminoacidos que compdem as proteinas e do RNA e os conhecimentos foram
assim sendo construidos. Logo os trabalhos posteriores objetivaram sequenciar o material
genético, no entanto, esbararam em diversas limitagdes tecnolégicas.

Fred Sanger realizou os primeiros sequenciamentos, ndao do DNA, mas sim de
proteinas mostrando que proteinas tinham padrées definidos de residuos de aminoacidos
e que as proteinas formadas variavam entre as espécies e entre os individuos. No final
dos anos 1960 muitas proteinas ja haviam sido sequenciadas, bem como os estudos com
RNAs, que também progrediram de 1968 a 1973. Contudo, em 1977 foi possivel conhecer
a ordem das bases de nucleotideos, servindo de base para a analise e sequenciamento
do genoma (SHENDURE et al., 2017). No entanto, com desenvolvimento tecnologico e
cientifico alcangado nos anos seguintes, foi em 2001 que o genoma humano inteiro
finalmente foi sequenciado (FRIGOLET; GUTIERREZ-AGUILAR, 2017).

A medida em que o conhecimento cientifico e tecnoldgico foi sendo desenvolvido
e aprimorado tornou-se possivel sequenciar o genoma inteiro e assim buscar entender
cada vez mais sobre as doencgas e como elas séo distribuidas na populagéo (BEDIA, 2018;
SHENDURE et al., 2017).

Deste modo, as ciéncias émicas permitiram que mais e mais conhecimento sobre
essa maquinaria fosse aos poucos decifrada, permitindo que esse sistema complexo
pudesse ser compreendido. As tecnologias Omicas podem ser aplicadas na busca por



respostas dos diversos processos fisiologicos na saiude e na doenca sendo para esse
Ultimo capaz de desempenham o diagnostico, prognostico e compreensdo na etiologia
(HORGAN; KENNY, 2011).

Assim iniciamos nosso capitulo discorrendo sobre as ciéncias 6micas divididas
entre as suas partes, genémica, transcriptémica, protedmica e metabolémica. Além disso,
ao final discorreremos sobre as novas subareas de conhecimento que surgiram e foram
incorporadas nessas fontes de saberes.

21 GENOMICA

A genOmica compreende o estudo da sequéncia de DNA e segundo Horgan e
Kenny (2011) os genes sempre foram analisados individualmente e o advento das técnicas
envolvendo microarranjos permitiu-se viabilizar o avan¢o desta dmica possibilitando medir
tanto as diferencas na sequéncia de DNA entre os individuos quanto a expressao de
milhares de genes simultaneamente.

Logo a disponibilidade de diversas tecnologias de sequenciamento contribuiu para
um enorme aumento no numero de sequéncias do genoma disponiveis publicamente.
Principalmente no campo da “genética populacional” preocupada com a variagdo genética
dentro e entre as populagdes, relacionada a migragéo e demografia (BRAGG et al., 2015).
Os dados gerados permitiram conhecer as caracteristicas de diversas populag¢des e inferir
sobre aparecimento de doencgas e rastreio de algumas espécies.

Do mesmo modo possibilitou conhecer diversos tipos de variagdes que ocorrem
normalmente e que podem trazer maleficios ou ndo ao individuo. Dentre essas variagbes
que podem ocorrer na natureza encontra-se: variagoes de nucleotideo Unico, com pequenas
insercoes/delecdes, variagdes estruturais que incluem indels grandes; variantes de numero
de copias e inversdes que podem afetar a expressdo e a sequéncia de proteinas.

Essas variagdes de nucleotideos Unicos também conhecidas como polimorfismos
de nucleotideo tnico (SNPs) podem ocorrer com frequéncia maiores que 1% na populagéo
(MANZONI et al., 2018). E ocorrem quando um nucleotideo é substituido por outro e essa
substituicdo pode significar alteracdo de um cddon para um aminoécido diferente e assim
a proteina formada pode ser inativada ou funcionar erroneamente.

Existe um interesse particular quando associados a doengas com uma determinacao
genética. O perfil Gnico de polimorfismo de nucleotideos também tem um papel na
farmacogendmica e nutrigenémica na exploragéo de respostas individuais de pacientes a
medicamentos e dietas (HORGAN; KENNY, 2011).

As técnicas empregadas na gendémica sdo também utilizadas em outras émicas
como a transcriptdmica, a qual tornou-se a camada da biologia de sistema mais analitica.
Sendo assim as técnicas compreendem a reagdo quantitativa em cadeia da polimerase
(gPCR) e arranjos de DNA e sequenciamento de proxima geragcéo (NGS) (BEDIA, 2018).

As técnicas e conhecimentos da gendmica podem ser aplicadas em diversas areas
de conhecimentos desde a selecdo de medicamentos a definicdo de melhor tratamento e
prognostico. Na area de medicamentos para transfusdes a testagem do DNA ¢ aplicado



a tipagem tornando assim a disponibilidade de doadores apropriados e viaveis (CHOU;
WESTHOFF, 2017).

Outras vias de aplicacdo desta 6mica ocorre em doengas de tratamentos mais
complexos como mieloma mudltiplo, doenca com caracteristicas heterogénicas devido as
aberracbes genéticas que desempenham papeis diretos no prognostico e na resposta ao
tratamento (SOEKOJO et al., 2018), sendo assim torna-se possivel prevenir complicacdes da
doenca ao se conhecer mais sobre as aberragdes encontradas no genoma. Outro exemplo
de aplicacéo da genémica envolvem as doencgas inflamatorias intestinais poligénicas, cujo
objetivo é diagnosticar pacientes que apresentem feno6tipos extremos e assim pensar em
terapias cada vez mais especificas e personalizadas (UHLIG; MUISE, 2017).

O risco do aparecimento de doencas €& multifatorial e a compreensédo dos
determinantes genéticos de risco entre os individuos de diferentes ascendéncias oferece
novas oportunidades para diferentes terapias, assim como melhor compreensao do risco
de doencas na populacdo geral (GURDASANI et al., 2019).

Logo, o sequenciamento do genoma humano permitiu estudar os diversos
mecanismos biolégicos humanos em relacdo a fatores ambientais como drogas, poluentes
e a dietas e ainda estudar sobre a prevencdo das doencas (ARIAS; FREIRE, 2008) e
vislumbrar uma medicina mais individualizada e mais eficaz. Apesar disso, a genémica
nédo fornece informagdes sobre os mecanismos bioldgicos e ndo reflete a regulacédo da
expressao genica e o efeito ambiental na célula (BEDIA, 2018), para isso, outras técnicas
precisaram ser desenvolvidas para que cada vez mais se aprofunde o conhecimento acerca
da biologia de sistemas.

31 TRANSCRIPTOMICA

Antes de iniciarmos discutindo sobre a transcriptébmica precisamos voltar ao que se
entende por Dogma Central da Biologia Celular. De acordo com algumas pressuposi¢es
a partir da sequéncia codificadora de nucleotideos o RNA mensageiro seria gerado, e
posteriormente traduzido em uma sequéncia de aminoacidos que gerariam proteinas,
definindo assim o caminho de informagdes em uma célula do DNA para o RNA e
posteriormente para a proteina.

No entanto, a esse respeito diversos pesquisadores discordam ao afirmarem, como
¢é dissertado por Camacho e colaboradores (2019) em sua revisdo, que nao é possivel
compreender totalmente o universo de reagdes que ocorrem desde o DNA até a expresséo
da proteina por sua alta complexidade. Parte desse enredamento seria a existéncia de
RNA’s ndo codificantes que poderiam exercer ou ndo fungdes intracelulares bem como
sofrerem modificagbes poOs transcrionais e traducionais como os Splicings alternativos e
modificagdes de proteinas, respectivamente.

Sendo assim, na transcriptomica o objetivo é identificar e quantificar os diferentes
transcritos de genes representando uma camada muito dindmica devido aos processos de
transcricdo especificos, continuos e reflexos da atividade das células e suas respostas a
estimulos externos (BEDIA, 2018). Compreendendo um elemento essencial para estudar
mecanismos funcionais do genoma e desencadeadores de doencas.



O sequenciamento de RNA (RNA-seq) considerado padréo ouro em plataformas de
sequenciamento de proxima geragdo (NGS) possibilitou a analise de milhGes de transcritos
de amostras biologicas. Podendo ser empregados em diversos estudos de transcriptémica
nas mais diversas areas como em animais de producdo (MACHADO et al., 2018), no
auxilio do diagnéstico de céanceres e outras doencas (LOMAS-SORIA et al., 2018; TIXIER
et al., 2020). Gerando tantos transcritos que assim como na gendmica se faz necessario
o aprofundamento em estudos de softwares e bioinformatica para compreender melhor
essas relacdes existentes.

A partir do estudo da expressao dos RNAs transcritos, torna-se possivel conhecer e
compreender melhor a biologia de sistemas e como 0 meio ambiente pode inter-relacionar-
se com o interior celular por meio da modificagédo da expressao génica (ESPINDOLA et al.,
2010).

Em seu estudo Zang et al. (2019) realizaram o sequenciamento de RNA usando
tecidos hepaticos de peixe-zebra adultos e descobriram que extrato de cha verde pode
melhorar os fenétipos obesos por meio da ativagdo da sinalizagdo da via Wnt/B-catenina
e proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK). Além disso, a analise
comparativa do transcriptoma revelou que peixes-zebra e mamiferos podem compartilhar
uma resposta molecular comum.

Mais recentemente com a busca por métodos eficazes de diagnéstico do novo
cornona virus (Sars-cov-2) as técnicas de transcriptdmica foram sendo implementadas a fim
de conhecer e diagnosticar a doenca em casos assintomaticos e até ambientalmente. De
modo que a aplicacéo dessas técnicas possibilitariaimplementar protocolos de rastreio a fim
de tracar casos e fornecer uma visdo abrangente da biologia viral e do hospedeiro podendo
auxiliar na mitigacéo de danos médicos e socioeconémicos, bem como estabelecer redes
de vigilancia protetora que podem ajudar a se defender contra futuras pandemias (BUTLER
et al., 2020). Nessa doencga pesquisadores estudaram trés médulos de expressdo génica
representando os principais sinalizadores de processos inflamatoérios que podem ser alvo
de medicamentos aprovados (ISLAM1; FISCHE, 2020).

Na area do cancer os estudos de transcriptdmica buscam associar a expressao
génica a exames de imagens a fim de fechar um diagnéstico melhor e prever um
progndéstico mais certeiro a fim de personalizar os tratamentos por meio de processos
moleculares especificos de tumores (TIXIER et al., 2020). Na obesidade essas técnicas
também tém gerado trabalhos interessantes que relacionam a obesidade materna a
predisposi¢ao da prole a obesidade, resisténcia insulinica, doenca hepatica gordurosa néo
alcoolica a partir dos estudos do transcriptoma hepatico usando RNA-seq (LOMAS-SORIA
et al., 2018). Esses estudos direcionam cada vez mais a ciéncia a desvendar os possiveis
desencadeadores de doencas.

41 PROTEOMICA

Protedmica surge como uma tecnologia indispensavel para interpretar a informacao
codificada nos genomas, sendo uma técnica empregada para explicar as classes proteicas
contidas em uma célula ou tecido, usada para desvendar mudancas de proteinas entre os



estados saudavel e doente (ARIAS; FREIRE, 2008).

O interesse no estudo protedmico parte de buscar entendimento sobre como, onde,
quando e por que centenas de proteinas sao produzidas e sobre quais mecanismos estao
envolvidos nesses processos. Logo a protedmica é considerada uma metodologia que
parte de uma analise integrativa e multidisciplinar desde os genes até o fen6tipo expresso
nas proteinas. Estas andlises podem envolver tecnologias “6micas” e estudos a partir de
banco de dados (ESPINDOLA et al., 2010).

Um unico gene pode originar varios tipos diferentes de proteinas gracas as
modificagdes pbds-transcricionais e até mesmo pés traducionais que podem modificar, ativar
ou inativar proteinas.

As modificacdes que as proteinas traduzidas podem sofrer segundo Frigolet e
Gutiérrez-Aguilar (2017) compreendem cortes, fosforilacdo, glicosilacdo, sumoolizacao,
que alteram a estrutura, controlam a formacdo de complexos funcionais de proteinas,
regulam a atividade das proteinas as tornando-as ativas ou inativas.

A metodologia para o estudo da protedmica consiste principalmente em: separagéo
de proteinas por técnicas cromatogréaficas (liquidas, gasosas, etc.) ou eletroforéticas
(2D-PAGE); digestao proteica; detec¢éo de fragmentos peptidicos por espectrometria de
massa; identificacdo de proteinas. Ambas as técnica consistem em posteriormente realizar
leitura por meio de um software (BARBOSA et al., 2012).

Em estudos direcionados ao cancer de mama, por exemplo, a protedmica pode
ser empregada para avaliar os efeitos de mutacbes genéticas a fim de elucidar as
consequéncias funcionais de mutacdes somaticas e identifica possiveis alvos terapéuticos
(MERTINS et al., 2016).

Logo a aplicagéo da protedmica a clinica permite encontrar biomarcadores capazes
de diagnosticar doencas, possibilitando oferecer tratamento mais adequado no futuro a
partir da identificagdo de proteinas e identificagcdo de um perfil proteico e sua interagcdo em
uma rede funcional (FRIGOLET; GUTIERREZ-AGUILAR, 2017).

51 METABOLOMICA

O termo metabolémica foi criado e tem sido usado para abranger o estudo do
metabolismo sob perturbacdes ambientais e genéticas. Logo pode ser definida como o
estudo da influéncia da expresséo génica nos metabdlitos das células, tecido ou 6rgéaos
atuando em varias fungdes celulares. Podendo sofrer conversdes enzimaticas e quimicas,
compondo macromoléculas ou mesmo reservas energéticas (ARIAS; FREIRE, 2008). E
devido a isto a identificag@o, quantificacao e reagdes dos metabdlitos sdo importantes no
contexto da biologia de sistemas (CANUTO et al., 2017).

Ametabolémica compreende a 6mica que mais necessita de estudos computacionais
devido a variabilidade de resultado com dificil interpretagdo. Geralmente sao ricos em dados,
sendo necessario o uso de ferramentas estatisticas e de bioinformatica para avaliacao e
sistematizacdo dos dados, em que propriedades bioquimicas e rela¢des celulares podem
ser mapeadas em plataformas de software que podem reforcar a interpretabilidade dos



dados (ESPINDOLA et al., 2010).

Os métodos para obtencdo dos metabdlitos utilizam técnicas de separacao
cromatograficas classicas que podem compreender Espectroscopia Infravermelha de
Transformagédo Fourier (FTIR), Espectrometria de Massa de Eletrospray (ESI-MS) e
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (FRIGOLET; GUTIERREZ-
AGUILAR, 2017). Devido a facilidade de preparagcdo da amostra e a capacidade de
quantificar os diferentes niveis de metabolitos produzidos no interior da célula e presente
no organismo NMR torna-se uma plataforma preferida para estudos metabdlicos clinicos de
longo prazo ou em larga escala (EMWAS et al., 2019).

A metabol6mica pode ser empregada em diversos estudos inclusive combinada com
outras 6dmicas em doengas como doenca renal crénica (DRC), obesidade, diabetes e cancer.
Essas doengas afligem muitas pessoas e ha necessidade de melhores biomarcadores para
diagnostico, monitoramento da doenca e tratamento fatores relevantes para a tomada de
decisdes terapéuticas individualizadas (HOCHER; ADAMSKI, 2017).

No diagnostico do cancer o estudo da metabolémica pode direcionar ao diagnostico
do tipo de tumor sendo ele benigno ou maligno a partir da distincdo dos metabdlitos em
casos recursivos e que responderam positivamente a terapia. No cancer de préstata
alteragbes especificas da carcinogénese e progressao podem ajudar na representagcéo de
potenciais biomarcadores metabdlicos (KELLY et al., 2016).

Em relagéo aos estudos envolvendo a dieta a metabolémica também é empregada
para investigar a associagao entre nutricdo e estado de salude e sua aplicagdo em estudos
epidemioldgicos que permitem a identificacdo de metabolitos purificados de boa qualidade
no sangue e no plasma (HOCHER; ADAMSKI, 2017).

A compreenséao e o estudo dessa 6micas aliada as demais aqui citadas permitem o
completo entendimento da biologia de sistemas, as quais podem ser empregadas nas mais
diferentes areas.

61 OUTRAS DISCIPLINAS DERIVADAS DAS OMICAS

Ao final desse capitulo discorremos conceitualmente sobre as 6micas sobre a
farmacogenética e nutrigenética que sdo dmicas que derivaram dos estudos das genémicas
e que sdo empregadas em conjuntos com uma ou mais Omicas. Ambas sdo poderosas
ferramentas da biologia molecular e impulsionadas por estudos de diversas areas.

6.1 Farmacogenética

Essa area de estudo permite a partir da utilizacao de técnicas genémicas identificar
bases genéticas da variacéo interindividual na eficacia, metabolismo e transporte de
farmacos (FRIGOLET; GUTIERREZ-AGUILAR, 2017), técnicas gendmicas estas que
compreendem: sequenciamento de DNA, mapeamento genético e a bioinformatica.

O estudo da variabilidade individual na resposta a medicamentos pode ser usado para
individualizar e potencializar o tratamento medicamentoso sendo importante na oncologia e
em outras doencgas que visam um tratamento mais eficiente e preciso (HORGAN; KENNY,
2011).



O conhecimento sobre a assertividade individualizada de farmacos em abordagens
sistémicas a condicdes como o cancer e doengas cardiovasculares e a obesidade
compreendem excelentes oportunidade de facilitar muito o sucesso da sele¢cdo de novos
alvos para tratamentos e desenvolvimento de medicamentos e consequentemente o
sucesso no tratamento.

Um exemplo dessa aplicagcdo corresponde a terapia para o tratamento com
antidepressivos e dor crdnica em que encontrar uma variante relacionada a metabolizagédo
tornou-se essencial para facilitar o atendimento clinico adequado (SMITH et al., 2018).
Sendo assim, o estudo farmacogenético direciona a intervencéo para a sele¢éo dos alvos
mais precisos a fim de priorizar a ligagdo do farmaco ao alvo e assim resultar em melhor
efeito a uma doencga especifica possibilitando tanto o diagnoéstico quanto as decisbes
terapéuticas (LOPEZ, 2018).

6.2 Nutrigenética

Na nutricdo, os saberes que surgiram apos o projeto genoma humano possibilitaram
o desenvolvimento de dois conceitos de estudo, a nutrigenética e nutrigenédmica. Embora
esses dois conceitos sejam vistos em conjunto, o termo nutrigenética refere-se as interagcbes
entre habitos dietéticos e o perfil genético de cada individuo. A nutrigenética é baseada em
observacgdes das respostas individuais a determinada modificagéo na dieta e em que estas
diferentes respostas sejam associadas a presenca ou auséncia de marcadores biolégicos
como os polimorfismos genéticos capazes de predizer a resposta individual a dieta (KAUR;
ALLAHBADIA, 2018).

O termo nutrigendmica refere-se as influéncias de fatores dietéticos sobre
0 epigendma, essa combinacdo de nutricdo e gendmica, biologia computacional e
bioinformatica pode auxiliar no combate a doencgas crénicas contribuindo para diminuir o
risco de vida relacionado (KAUR; ALLAHBADIA, 2018).

Essas areas visam buscar entendimento sobre a resposta interindividual de
intervencdes dietéticas ou a habitos alimentares (SCHUCH et al., 2010). Segundo Fournier,
Poulain e Jacob (2019) a nutrigenética e nutrigenémica referem-se, respectivamente ao
estudo da influéncia dos genes sobre as respostas as praticas alimentares e a influéncia
das praticas alimentares sobre a expressao dos genes.

E fundamental a aplicagdo das 6micas na area de nutricdo podendo ser em cultura de
células, modelos animais, estudos pré-clinicos e clinicos. Possibilitando a identificagcdo de
biomarcadores que respondam especificamente a um determinado nutriente ou composto
bioativo oriundo dos alimentos a fim de refinar as recomendacgdes dietéticas individuais
para reducéo de doencgas crbénicas nao transmissiveis e garantindo a promogéo da saude
(FIALHO; MORENO; ONG, 2008).

71 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente capitulo abrangeu as diversas areas da Biologia que visam integrar,
visualizar e modelar as informacdes das células a fim de gerar um conhecimento amplo
possibilitando novas descobertas, tratamentos e diagnosticos. Deste modo, as ciéncias



Omicas e as tecnologias que as envolvem como pudemos discutir, integram as ferramentas
para o entendimento da Biologia de Sistemas, contribuindo assim para o entendimento
necessario para definir os mecanismos e funcionalidade dentro da biologia molecular.
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RESUMO: A genbmica é um campo que surgiu
para estudar a estrutura, a funcdo e a expressao
dos genes nos genomas dos organismos. Contudo,
para estudar os genes é preciso ferramentas
adequadas, como os sequenciadores de proxima
geragdo (NGS). Estes passaram por diversas
melhorias ao longo da histéria, possibilitando um
sequenciamento mais preciso, mais automatizado,
e mais rapido. Com isso, esta revisdo tem como
objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha
da plataforma adequada para sua pesquisa,
demonstrando as diferentes caracteristicas entre
os sequenciadores de proxima geracédo, e suas
principais vantagens e desvantagens. Com os
NGSs é possivel detectar variantes génicas e,
em alguns casos, variagbes no numero de copias.
Através dos NGS, é possivel sequenciar o DNA
de qualquer organismo, tendo atualmente uso
na pratica médica, forense, estudos evolutivos e

GERACAO

em biotecnologia. O sequenciamento por meio
dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas
dependendo da plataforma, sendo elas, a
etapa de extracdo do DNA, construcdo de uma
biblioteca de fragmentos de DNA, amplificacdo
dos fragmentos, leitura das sequéncias, e
andlise dos dados. Nesta revisdo sdo citadas as
plataformas: Roche, lllumina, Solid, lonTorrent,
PacBio e Nanopore. A escolha da plataforma
adequada depende dos objetivos e recursos de
cada usuario.
PALAVRAS-CHAVE:
DNA.

NGS, sequenciamento,

GENOMICS AND NEXT GENERATION
SEQUENCERS

ABSTRACT: Genomics is a field created to study
the DNA structure, function and gene expression
of any organism. However, when studying genes,
one must have access to the appropriate tools,
such as Next Generation Sequencers. These have
undergone several improvements throughout
history, enabling a more accurate, automated and
faster sequencing. Thus, this review aims to assist
researchers in choosing the appropriate platform
for their research, showing different characteristics
among next-generation sequencers along with their
main advantages and disadvantages. With NGSs,
it is possible to observe genetic variants and, in
some cases, copy number variations. NGS are
capable of sequencing DNA from any organism.
They are currently usedin clinical practice, forensic,
evolutionary studies and biotechnology. NGS
sequencing requires four or five steps, depending
on the platform: DNA extraction, DNA fragment
library construction, amplification, sequencing and
data analysis. The platforms cited in this review
are: Roche lllumina, Solid, lonTorrent, PacBio and
Nanopore. Choosing the right platform depends on
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the purpose and resources of each user.
KEYWORDS: NGS, sequencing, DNA.

11 A HISTORIA DO SEQUENCIAMENTO DO DNA

Com a descoberta da estrutura tridimensional do DNA, em 1953, os pesquisadores
comecaram a despertar ainda mais interesse por esta molécula, surgindo assim um novo
campo na ciéncia, a genoémica.

A genbmica é a ciéncia que estuda a estrutura, a funcéo e a expresséo dos genes
nos genomas dos organismos (HORGAN; LOUISE, 2011; SALZANO, 2014). Embora os
pesquisadores conhecessem as estruturas presentes no DNA, sequencia-lo ainda era uma
tarefa dificil. Somente na década de 70, novas técnicas para o sequenciamento do DNA
comecaram a ser desenvolvidas (FIETTO; MACIEL, 2015; HEATHER; BENJAMIN, 2016).

Na época, dois grupos trabalhavam em desenvolver técnicas de sequenciamento:
Alan Maxam e Walter Gilbert, do qual o principio da técnica era marcar o DNA de interesse
e depois quebra-lo, com reagentes quimicos, em pequenos fragmentos que podem ser lidos
em gel de poliacrilamida; Frederick Sanger e Alan Coulson, utilizaram a técnica baseada
em reacdes enzimaticas, como a da DNA polimerase. Ambos faziam uso de marcadores
radioativos. Em 1977, Sanger aperfeicoou sua técnica utilizando didesoxinucleotideos, e
assim se deu inicio ao sequenciamento de primeira geracdo (HEATHER; BENJAMIN, 2016;
SALZANO, 2014). Ao longo do tempo, as tecnologias avangcaram e com isso a técnica de
Sanger foi aprimorada e automatizada, até surgirem novas formas de sequenciamento.

Na década de 90, os sequenciadores trouxeram grandes feitos para a ciéncia,
marcando a historia dos sequenciadores. Em 1990, foi iniciado o Projeto Genoma Humano,
que teve como objetivo obter toda a sequéncia do genoma humano em 15 anos, e em
2003 o projeto foi concluido (COLLINS; MORGAN; PATRINOS, 2003). Diversos fatores
influenciaram para a que a leitura fosse realizada em menos tempo, como a automatizacao
das técnicas de PCR e de Sanger, grandes avangos da bioinformatica, além da melhoria do
sequenciamento pela técnica de Shotgun Sequencing.

Em 1995, a técnica de Shotgun Sequencing possibilitou o sequenciamento completo
dos genomas das espécies: Hameophilus influenzae e Mycoplasma genitalium. Ela acabou
sendo revolucionaria para o projeto genoma humano, pelo fato de permitir o sequenciamento
em paralelo, e sem precisar do conhecimento prévio das sequéncias adjacentes. A técnica
consiste em fragmentar o DNA aleatoriamente com enzimas de restricao, construir uma
biblioteca de fragmentos em vetores de sequenciamento, e posterior alinhamento das
sequéncias. (LOMAN; PALLEN, 2015; SALZANO, 2014; VENTER et al., 1998). Ao longo
do tempo as tecnologias permitiram o surgimento de novos sequenciadores, conhecidos
como Sequenciadores de Proxima Geragédo (NGSs).

A técnica de Sanger é utilizada até hoje e tem grande importancia, principalmente
para confirmar as variantes encontradas pelos NGSs, isso ocorre, pois hé limitagdes em
suas técnicas. Contudo, os NGSs permitem uma maior agilidade no sequenciamento, e
geram maiores informacgdes. Os NGSs, apesar de serem bem diferentes entre si em relagéo
a leitura da sequéncia do DNA, possuem caracteristicas semelhantes, como a necessidade



da construgéo de uma biblioteca de fragmentos, leitura em paralelo e repetitiva e a auséncia
do uso de gel. Esta revisdo tem como objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha da
plataforma adequada para suas pesquisas, demonstrando as principais diferencas entre os
sequenciadores de prdxima geragao, e suas principais vantagens e desvantagens.

21 APLICACOES DOS NGSS

Os NGSs sdo eficazes para observar variantes génicas, como mutacdes e
polimorfismos, insercdes e dele¢des pequenas (indels), e dependendo do pipeline utilizado,
podem detectar variagdes no numero de cépias. Sao eficientes para estudos gendmicos,
metagenOmico e epigenémicos. Estes sequenciadores sdo capazes de sequenciar qualquer
DNA, como o de cloroplastos, mitocondrias ou DNA nuclear de células germinativas ou
somaticas, e de quaisquer organismos, como virus, bactérias e humanos (VOELKERDING;
DAMES; DURTSCHI, 2009; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Devido a sua ampla capacidade de leitura e geragéo de dados, 0s NGSs sdo usados na
pratica médica. Com a leitura génica € possivel identificar alteragcdes genéticas hereditarias
ou ndo, como deficiéncias, sindromes, cegueira, surdez, entre diversos disturbios renais,
neurolégicos, do tecido conjuntivo, entre outros. Na oncologia, 0 sequenciamento de
determinados genes pode ajudar a entender se o cancer é hereditario ou soméatico, assim
como definir opgdes de tratamento. E possivel também verificar predisposicdo ao cancer
por meio de painéis genéticos (BEHJATI; TARPEY, 2013; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).
Estes painéis também podem ser estabelecidos para outras doengas genéticas, como
doencas cardiovasculares, neuroldgicas, hematolégicas, etc. Os testes genéticos podem
ajudar a tomar medidas preventivas (JUNIOR et al., 2019; KALAYINIA et al., 2017).

Como os NGSs séo eficientes para quaisquer organismos, na medicina, eles ajudam
a identificar patbgenos como virus, bactérias e outros. O sequenciamento dos genomas
desses organismos facilita o diagnéstico, e ajudam no desenvolvimento de vacinas e
remeédios.

Em meio a pandemia do coronavirus em 2020, o sequenciamento rapido do virus
SarsCov-2 permitiu verificar as variacdes genéticas importantes para o desenvolvimento
de possiveis vacinas e drogas. Conhecer a sequéncia génica também facilitou para o
desenvolvimento de diagnésticos por RT-PCR ou sorologia, ajudou a identificar outros
microorganismos associados, além de possibilitar a identificacéo de cepas variantes (DIAS
et al., 2020; TANG et al., 2020).

Na &rea forense, as sequéncias de repeticdes curtas em tandem (STR) s&o as mais
usuais para identificacdo do DNA coletado. Os NGSs permitem a amplificagcédo de amostras
degradadas e com pouca quantidade de DNA (ALVAREZ-CUBERQO et al., 2017).

Os novos sequenciadores também ajudam a reconstruir as filogenias e com isso
fazer inferéncias evolutivas. Nos diferentes organismos ha muitas regides homologas e
regides com polimorfismo ou mutagdes, com os NGSs estas regides e as variagdes génicas
puderam ser melhor observadas (KADLEC, 2017).
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Os sequenciadores de proxima geragdo, também sdo conhecidos como
sequenciadores massivamente paralelos. Receberam esse nome pelo salto na sua
capacidade de sequenciamento quando comparados a tecnologias previamente existentes,
ou seja, sdo capazes de sequenciar um numero ainda maior de fragmentos de DNA
simultaneamente (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; NARCISO; BEVITORI,
2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Serdo apresentados neste capitulo as seguintes plataformas: Roche, lllumina, Solid
e lonTorrent PacBio e Nanopore

A leitura por meio dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas: 1-Extracdo do
DNA de interesse; 2- constru¢cdo de uma biblioteca de sequenciamento; 3- amplificacéo
dos fragmentos a serem sequenciados; 4- leitura das sequéncias; 5- Analise dos dados
(YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

3.1 Extracdao do DNA

Existem diferentes protocolos para extragdo de DNA, da qual a escolha depende
do tipo de material biologico e da pesquisa. Para o sequenciamento, o método de extracéo
nao tera influéncia, desde que a extragdo apresente uma boa qualidade e uma quantidade
razoavel de DNA. Como os NGS sédo bem sensiveis, ndo necessitam de grandes
quantidades. A verificagcdo da qualidade e quantidade do DNA podem ser medidas pelos
equipamentos Nanodrop ou gel de agarose e Qiubit ou picogreen (SIMBOLO et al., 2013;
YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Existem protocolos de extracdo mais baratos como os realizados por fenol e/ou
cloroférmio ou etanol, porém sédo substancias que podem agir como inibidores, por este
motivo necessitam de varias etapas de lavagem, tornando a técnica mais demorada e mais
suscetivel a erros devido as diversas manipulagdes. Um alternativa seriam kits comerciais.
Algumas empresas, como a Thermo Fisher Scientific, Kasvi, Qiagen ou Promega
disponibilizam kits especificos para cada material biolégico, com diferentes rendimentos
dependendo do valor (SCHIEBELHUT et al., 2016).

3.2 Construcao de uma biblioteca de sequenciamento

Ha diversos protocolos e kits que permitem a construgao da biblioteca, da qual se
resume em fragmentar o DNA e adicionar adaptadores nas extremidades dos fragmentos
(DIUK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; FIETTO; MACIEL, 2015; YOHE; THYAGARAJAN,
2017).

Como o NGS sequencia fragmentos menores que os de Sanger, o DNA é quebrado
em fragmentos menores (reads). Aquebra do DNA pode ser efetuada por métodos quimicos,
como o uso das enzimas de restricdo, ou métodos fisicos, como a sonicacao (VAN DIJK;
JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Em seguida os adaptadores, que sdo oligonucleotideos, sdo adicionados as
extremidades dos fragmentos pelas enzimas ligases. Estes podem ter a funcéo de ancorar
o fragmento de DNA a superficie da plataforma em beads ou flowcell, complementar o



primer para anelamento, ou identificar os fragmentos por barcode ou indice em plataformas
que permitam a multiplexagdo (GOETZE; PASSAIA; SPERB-LUDWIG, 2017; YOHE;
THYAGARAJAN, 2017).

Nas tecnologias mais atuais, adaptadores tipo hairpin, possuem a fungao de conectar
um filamento de DNA a outro (Figura 1). A tecnologia Pacbio utiliza o adaptador hairpin em
ambas as extremidades, enquanto a de nanopore, usa o adaptador hairpin em apenas uma
das extremidades (GROHME et al., 2013).

A) Adaptador "Hairpin" em B) DNA autopareado com adaptadores
apenas uma das extremidades "hairpins”, gue tornam o DNA circular.

} | } |

Adaptador DNA Adaptador DNA
Hairpin Hairpin

Figura 1. Adaptadores tipo hairpin. A) Adaptador hairpin em apenas uma extremidade, comum
na tecnologia de nanopore . B) Adaptadores hairpin em ambas as extremidades, tornando o
DNA um unico filamento circular autopareado, usuado na plataforma Pacbio. Fonte: Préprio

autor.

Dependendo da tecnologia s&o adicionados adaptadores complementares
para anelamento do primer somente em uma ou nas duas extremidades. Quando o
sequenciamento ocorre em apenas um sentido, sequenciamento single end, é adicionado
0 adaptador (forward) em apenas uma extremidade (Figura 2). A maioria dos NGSs usam
essa técnica, como a Roche, SOLID e lon Torrent. O sequenciamento paired end € quando
ha o sequenciamento em ambos os sentidos do fragmento, sendo adicionado adaptadores
em ambas as extremidades (forward e reverse), como ocorre na plataforma lllumina
(ESCALONA; ROCHA;POSADA, 2016; GREH, 2018).

A) Single end
—
Adaptador 1 Forward Barcode Fragmento de DNA Adaptador 2
B) Paired end
—ll
Adaptador 1  Forward Barcode Fragmento de DNA Reverse Adaptador 2

—

Figura 2. Adicéo dos adaptadores aos Fragmentos. As setas indicam o sentido da leitura.
a) Single end: Leitura em apenas um sentido. b) Paired end: Leitura em ambos os sentidos.
Fonte: Préprio autor.
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O sequenciamento mate-pair sdo sequéncias mais longas (scaffold), que também
permitem a leitura em ambos os sentidos. Sua construgao é realizada adicionando biotina
nas extremidades dos scaffolds. As biotinas se ligam formando um DNA circular, para que
depois sejam fragmentados. Os fragmentos com biotina sdo selecionados e entdo séo
adicionados adaptadores nas extremidades (Figura 3) (NIEUWERBURGH et al., 2011). As
plataformas como Roche e Solid sdo capazes de realizar este tipo de leitura (BERGLUND;
KIIALAINEN; SYVANEN, 2011).
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Figura 3. Construcéo da biblioteca de sequenciamento a partir de scaffolds, para
sequenciamento mate-pair. Fonte: Proprio autor

Ap6s a construgdo da biblioteca de sequenciamento o fragmento estéa disponivel
para a proxima etapa, podendo ser amplificado ou sequenciado.

3.3 Amplificacao do fragmento

E muito comum que haja amplificacédo dos fragmentos selecionados, porém alguns
equipamentos atuais como a da tecnologia de PacBio ou Nanopore ndo necessitam
dessa etapa. A amplificagdo também & conhecida como enriquecimento, pois gera uma
maior quantidade de DNA adaptados. A amplificacdo pode ser feita por PCR, na qual os
fragmentos podem ser ancorados em microesferas (beads) ou em placa de vidro (flow cell)
(VAN DIJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

A amplificagdo em beads ocorre em uma solugéo aquosa com 6leo, conhecido como
PCR em Emulsdo. Da qual cada microgota aquosa com um bead fica imersa em uma
solugéo oleosa. Para a multiplicagao dos fragmentos sdo necessarios os reagentes de PCR
e os fragmentos adaptados. As microesferas possuem adaptadores por toda sua superficie,
que se ligam aos fragmentos em uma de suas extremidades, fixando-os na superficie.
E assim o primer pode se anelar a outra extremidade do fragmento para que ocorra a
amplificagéo. As plataformas Roche 454, Solid e lon torrent utilizam esta amplificagdo
(GOODWIN;MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; FIETTO; MACIEL, 2015).

A plataforma lllumina faz uso da amplificacdo por pontes em flowcell que sao
cobertas por primers forward e reverse. O fragmento de interesse se liga, em uma de
suas extremidades ao primer complementar presente na placa (foward), enquanto a
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outra extremidade se liga ao primer complementar mais proximo na placa (reverse).
Os nucleotideos séo adicionados formando uma dupla fita em forma de ponte. Quando
ha o processo de desnaturacdo, as fitas se separam e apenas uma das extremidades
ficara fixada e a outra ficara livre, permitindo que no préximo ciclo haja o anelamento com
outros primers mais préximos na flowcell, havendo um aumento do niumero de fragmentos
(FIETTO; MACIEL, 2015; KNETSCH et al., 2019).

3.4 Sequenciamento

O sequenciamento do DNA depende de cada equipamento. A leitura pode ocorrer em
pogos como os equipamentos da Roche 454 e lon Torrent ou em placas como da lllumina e
a SOLID (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).
Nos equipamentos atuais costuma-se utilizar a nanotecnologia como nanoporos em células
de fluxo na tecnologia Oxford Nanopore Technologies ou matriz nanofoténica ZMW (zero-
mode waveguide) utilizada pela Pacbio (FENG et al, 2015; HEATHER; BENJAMIN, 2016).

A maioria das plataformas, para fazer a leitura, utilizam a enzima DNA polimerase,
da qual é adicionado nucleotideos a cadeia (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia Pacbio,
apesar de fazer uso da DNA polimerase, sua enzima é especifica e necessita de ficar
imobilizada na superficie proxima ao detector ZMW (EID et al., 2009). A tecnologia SOLID,
por sua vez, ndo utiliza a DNA polimerase, pois faz uso de sondas que sao ligadas pela
enzima DNA ligase (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia da Oxford Nanopore nao
necessita da construgcdo de uma nova fita para deteccdo, dessa forma, a leitura ocorre
quando o fragmento de interesse passa pelo nanoporo (FENG et al, 2015).

Para detectar qual nucleotideo ou sonda esta sendo incorporado as tecnologias
podem fazer uso de fluorescéncia, pirofosfato ou voltagem. Na tecnologia da Roche
454 a detecgdo da incorporacdo nucleotidica ocorre pela liberacdo de um pirofosfato. A
plataforma lllumina é semelhante & de Sanger, do qual a detec¢éo nucleotidica ocorre por
fluorescéncia emitida a cada nucleotideo terminal reversivel incorporado.

Outras plataformas como a SOLID e a Pacbio também fazem uso de fluorescéncia.
As tecnologias que utilizam a voltagem s&o: lon torrent e Oxford Nanopore. A tecnologia lon
Torrent faz detecgé@o pela mudanca de pH gerada pela incorporacao de cada nucleotideo
(CHRISTOFF, 2017), enquanto a da Oxford Nanopore a medida que cada nucleotideo passa
pelo nanoporo, ha uma mudanga na corrente elétrica, gerando uma voltagem diferente
respectiva a cada base (LEGGETT; CLARK, 2017).

3.5 Analise dos dados

Cada plataforma ir4 gerar um grafico segundo sua tecnologia de detecgédo. A
plataforma Roche 454 e de lon Torrent, por exemplo, devido a dispensa¢édo nucleotidica
ser de apenas um tipo de base nitrogenada, conhecida pelo programa, cada nucleotideo
incorporado gera um pico de acordo com a quantidade incorporada, formando um grafico
(pirograma) no caso da Roche 454 ou um gréfico de voltagem como no equipamento lon
Torrent (FIETTO; MACIEL, 2015; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

As tecnologias que utilizam a fluorescéncia também geram um tipo de grafico,
comumente chamado de cromatograma, pois cada base nitrogenada possui uma cor
especifica. Dessa forma, o programa consegue visualizar qual nucleotideo foi incorporado



(CHRISTOFF, 2017). O mesmo ocorre com a tecnologia de Nanopore, que apesar de ndo
ser por fluorescéncia, cada nucleotideo que passa pelo nanoporo ira gerar uma voltagem
especifica, formando um gréfico.

Para que seja possivel compreender os resultados apresentados nos graficos, e
interpretar a grande quantidade de dados gerados, os softwares realizam uma analise,
traduzindo os gréaficos em palavras (string) para que assim seja possivel obter a sequéncia.
Os resultados passam por uma série de processos, chamados de pipelines de analises
gendmicas, que sdo programas sequenciais dependentes uns dos outros (MELO, 2009;
YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Algumas plataformas por permitirem a multiplexagdo, ou seja, a mistura de
amostras, necessitam da etapa de desmultiplexacédo, que é quando o programa identifica e
separa as amostras (ALEXANDER et al, 2012; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). A sequéncia
interpretada pelos softwares precisa ser salva na forma de texto ou binaria em formatos
que variam entre plataformas, como FASTA, FASTQ, SFF, BAM ou SAM, entre outros
(ESCALONA; ROCHA;POSADA, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). Assim, obtendo-se
a sequéncia € possivel verificar variantes e realizar inferéncias genémicas.

3.6 Vantagens e desvantagens de cada técnica

3.6.1 Roche 454

A grande vantagem de utilizar esta tecnologia € a redugéo do tempo e a capacidade
de fazer leitura de reads mais longas com 600pb. Contudo existe uma maior chance de
gerar indels (insercao e delecédo), isso ocorre principalmente nas regidées homopolimeras,
que sdo sequéncias de um mesmo nucleotideo. Outro fator importante é o custo mais
elevado devido a grande quantidade de reagentes para o pirosequenciamento. Tendo
em vista suas vantagens e desvantagens ele é mais usual para sequenciamento de
genomas de organismos menores como virus e bactérias e ideal para verificar mutagbes
pontuais, porém sua tecnologia ndo tem sido mais comercializada (FIETTO; MACIEL, 2015;
LEDERGERBER; DESSIMOZ, 2011; CHRISTOFF, 2017; ZHANG et al.,2011; ZHOU et al.,
2010).

3.6.2 Illumina/Solexa

A vantagem dessa técnica é o alto rendimento e possibilidades de multiplex. Além
disso, devido ao seu bloqueio para adicionar mais de um nucleotideo por vez, ndo ha
dificuldade em sequenciar regides homopolimeras. Por outro lado, o equipamento
é extremamente caro e pode haver erros de incorporagdo das bases. Séo ideais para
aplicagbes gendmicas e metagendmicas, RNAs, deteccéo de mutagbes somaticas, testes
pré-natais e aplicagdes forenses (CHRISTOFF, 2017; SHENDURE; JI, 2008).

3.6.3 Solid

A principal vantagem dessa técnica € a qualidade dos dados. Entretanto, sua técnica
€ mais lenta que as demais. Sdo bastante usuados para genomas complexos, deteccéo de
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mutacdes e polimorfismos, além de permitir multiplex (CHRISTOFF, 2017).

3.6.4 lon Torrent

Devido a semelhanga com a plataforma Roche, as vantagens e as desvantagens da
plataforma lon costumam ser as mesmas. Seus equipamentos sdo mais baratos, capazes
de ler reads mais longos e o sequenciamento é mais rapido se comparado a outras
plataformas. Porém tem problemas com as regidées homopoliméricas, e 0 sequenciamento
de um genoma completo pode ainda ser um problema. S&o ideais para detectar variagbes
como polimofirmos e mutagdes pontuais. A plataforma tem se voltado muito para area
clinica, com equipamentos voltados para diagnéstico como a lon Personal Genome Machine
(PGM) e lon S5 (CHRISTOFF, 2017; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

3.6.5 Pacific Biosciences

A plataforma possui vantagens como por exemplo o sequenciamento ser mais
rapido que outros métodos, isso € possivel pois ndo héa processo de amplificacédo e nem
etapas de lavagens. Outra vantagem é o comprimento das reads, que podem chegar até
60kb. O problema esta no custo que ainda é elevado e a taxa de erros que € considerada
alta. A leitura por CCS diminui a taxa de erro devido a quantidade de vezes que o fragmento
€ sequenciado gerando uma maior precisao. A tecnologia € ideal para sequenciamento de
genomas, transcriptomas e até mesmo epigenomas de organismos complexos (GOODWIN;
MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017; ZOLET et al., 2017).

3.6.6 Nanopore

As principais vantagens do nanopore é leitura de longas sequéncias em menos
tempo, deteccbes de variantes, e a possibilidade de transportar o equipamento. Ideais
para estudos genémicos, metagenémicos e epigendmicos, tem sido amplamente utilizado
para deteccdo de patdgenos. Apesar de apresentar altas taxas de erro, a plataforma tem
investido em diminui-los, aumentando cada vez mais a precisdo do sequenciamento, porém
ainda nao é o ideal para leitura de sequenciamento de novos genomas (CHRISTOFF, 2017;
JAIN et al., 2016).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Sequenciar o DNA tem grande importancia para as praticas na area da saude, na
biotecnologia, forense, agropecuaria entre outras. Os Sequenciadores novos podem ajudar
e muito a otimizar o trabalho. E preciso analisar as vantagens e desvantagens de cada
técnica. Desta forma, a escolha da plataforma vai depender do objetivo e dos recursos de
cada usuério.
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RESUMO: A epigenética é o estudo das
mudangcas na expressdo génica sem alterar
a sequéncia primaria do DNA podendo ser
herdaveis ou nao herdaveis e reversiveis. Os
principais mecanismos de regulagédo epigenética
incluem a metilacdo do DNA, modificacdes
pos-traducionais das histonas e regulagdo por
miRNAs. Compreender como 0s mecanismos
epigenéticos interagem no desenvolvimento de
doengas complexas € um grande desafio. Além
disso, avangos recentes também apontam novas
possibilidades terapéuticas. Aqui, revisamos e
discutimos os recentes conceitos dos mecanismos
epigeneéticos e destacamos os principais métodos
tecnologicos de deteccdo neste campo.
PALAVRAS-CHAVE: metilacdo de DNA,
modificacdo das histonas, mRNA, métodos,
epigenética.

EPIGENETICOS

EPIGENETICS AND METHODS OF
EPIGENETIC STUDIES
ABSTRACT: Epigenetics is the study of changes
in gene expression without altering the primary
DNA sequence and can be either reversible
and inheritable or non-inheritable. The main
mechanisms of epigenetic regulation include
DNA methylation, post-translational modifications
of histones and regulation by miRNAs.
Understanding how epigenetic mechanisms
interact in the development of complex diseases
is a major challenge. Moreover, recent advances
also point to new therapeutic possibilities. Here,
we review and discuss the recent concepts of
epigenetic mechanisms and highlight the main

technological methods of detection in this field.
KEYWORDS: DNA methylation, histones
modifications, miRNAs, methods, epigenetics.

11 INTRODUGAO

Cada individuo possui o seu proprio
genoma que € encontrado em quase todas as
células do seu corpo (DOR; CEDAR, 2018).
O genoma de um organismo abrange toda a
informacao genética contida em sequéncias de
nucleotideos que compdem o DNA do individuo.
Embora o genoma contenha estas informacdes,
somente isso ndo revela como as suas fung¢des
nos organismos séo reguladas. Diante disto, o
estudo da epigenética contribuiu para elucidar
0s mecanismos de funcionamento dos genes
(DAVID SWEATT, 2019). Desta forma, a
regulacéo epigenética € um dos mecanismos
que modula a expresséo dos genes e seu estudo
contribui para o melhor entendimento sobre
0 epigenoma e a influéncia do ambiente na
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regulacao da expressao génica.

A epigenética comecgou a ser estudada pelo embriologista e geneticista Conrad
Waddington, definindo-a como “o ramo da biologia que estuda as interagbes casuais
entre os genes e seus produtos que ddo origem ao fenotipo” (WADDINGTON, 1939). De
acordo com 0s novos conhecimentos sobre o tema, os conceitos foram atualizados. Apés,
Arthur Riggs e colaboradores a definiram como “o estudo de alteragdes mitoticamente e/ou
meioticamente herdaveis na fungdo do gene que ndo podem ser explicadas por alteragdes
na sequéncia do DNA” (RUSSO; MARTIENSSEN; RIGGS, 1996).

Entretanto, esse foi um dos paradigmas da epigenética tradicional de que as marcas
epigenéticas eram imutaveis a partir do momento em que elas ocorriam, sugerindo que os
mecanismos epigenéticos eram estaticos e de acordo com descobertas recentes, esses
conceitos foram ampliados e atualizados (BIRD, 2007; DAVID SWEATT, 2019). Atualmente
a epigenética refere-se ao estudo dos mecanismos que alteram a expresséo génica, sem
modificar a sequéncia primaria do DNA. Como também, 0s mecanismos epigenéticos
podem ser herdaveis ou nao herdaveis e reversiveis (DEANS; MAGGERT, 2015; HIRST;
MARRA, 2009; TRONICK; HUNTER, 2016).

Os mecanismos epigenéticos incluem processos moleculares como as alteragdes
estruturais do DNA e suas proteinas relacionadas e incorporacdes de RNA néo codificantes
(DAVID SWEATT, 2019). Estas modificacdes podem ser induzidas por estimulos ambientais,
como dieta, estresse, horménios e medicamentos (DOR; CEDAR, 2018). Além disso, essas
modifica¢cdes podem ser de natureza transitoria e hereditaria.

As modificacdes epigenéticas contribuem para o entendimento de diversos processos
celulares, participando em mecanismos biol6gicos cruciais como diferenciacéo, regulacéo
génica, desenvolvimento e o envelhecimento. Estudos sugerem que altera¢des no equilibrio
epigenético podem desempenhar um papel importante na susceptibilidade e progressao de
diversas doencas, como por exemplo, o cancer (BENNETT; LICHT, 2018; HIRST; MARRA,
2009; MASUI et al., 2020). Desta forma, avancos recentes de estudos do epigenoma vém
sendo promissores no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doencas.

A acdo conjunta dos mecanismos epigenéticos forma uma rede interativa
complexa com a atividade de outros mecanismos, contribuindo para a mesma regulacéo
transcricional e pés-transcricional (DEANS; MAGGERT, 2015; KLENGEL; BINDER, 2015).
Esses processos contribuem para facilitar ou dificultar o acesso de fatores de transcricéo,
regulando a leitura dos genes.

O foco deste capitulo & fornecer os conceitos e as metodologias que foram
desenvolvidas para detectar os mecanismos epigenéticos. Vale ressaltar que a escolha
da técnica adequada permite a obtencdo de uma resposta compativel para responder a
pergunta biolégica do pesquisador e outros fatores precisam ser levados em consideragéo
como custos, sensibilidade e especificidade, disponibilidade de equipamentos e quantidade
de amostra do DNA (KURDYUKOQOV; BULLOCK, 2016).

Existem métodos disponiveis podem ser Uteis em aplica¢des especificas ou sdo
técnicas que atualmente ndo sdo empregadas, logo, ndo seréo discutidas aqui. Sendo
assim, vamos nos concentrar nos métodos que consideramos com alto rendimento, mais
robustos e prontamente disponiveis para a comunidade cientifica.



21 METILACAO DO DNA

A metilagdo do DNA é o mecanismo epigenético mais abundante e caracterizado em
modelos animais e humanos (GOUIL; KENIRY, 2019; HIRST; MARRA, 2009; O'DONNELL;
MEANEY, 2020). O processo consiste em uma modificagao covalente do DNA com a adi¢ao
um grupo metil (CH,) no carbono 5’ que ocorre exclusivamente nos nucleotideos citosina,
convertendo-a em 5-metilcitosina (5mC), catalisada pela enzima metiltransferase de DNA
(DNMT) (KOHLI; ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014).

Outra marca epigenética, a 5 hidroximetilcitosina (5hmC) produzida através da
oxidacdo da 5mC catalisada pela enzima de translocacao metilcitosina dioxigenase (TET)
encontrada em mamiferos e esta associada ao processo de desmetilagcdo do DNA (KOHLI;
ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014). Na maioria dos casos, o processo de metilacdo do
DNA ocorre em dinucleotideos seguidos por uma guanina (5-CpG-3’), que sdo regides
ricas em CpGs, contexto chamado de “ilhas CpG” (FEDOTOVA; ILLARIOSHKIN, 2019;
VIALOU et al., 2013). Em todo genoma humano, encontra-se cerca de 28 milhdes de sitios
CpG e destes, aproximadamente 70 a 80% sdo metilados em células somaticas normais
(EHRLICH et al., 1982; SKVORTSOVA; STIRZAKER; TABERLAY, 2019).

A metilagdo do DNA em regibes promotoras dos genes &€ um mecanismo que
promove a repressdo da transcricdo génica e ao silenciamento de genes. A represséao
génica ocorre porque um complexo de proteinas que reconhecem os grupos metil é
recrutado, promovendo a remodelagao da cromatina, formando uma estrutura de cromatina
mais condensada e evitando a transcricao génica (DOMCKE et al., 2015). Além do mais,
entre 0s mecanismos epigenéticos descritos, a metilacdo do DNA é considerada a mais
estavel, podendo se manter até a idade adulta do individuo e no decorrer das geragbes
celulares (DOR; CEDAR, 2018; KOHLI; ZHANG, 2013). Em adicéo, a metilagdo do DNA &
especifica do tecido, variando em padrdes de metilacdo em comparacdo com outros tipos
celulares de um mesmo organismo (FENG; LOU, 2019).

Estudos atuais tém se concentrado em evidéncias de que 0s mecanismos
epigenéticos desempenham um papel fundamental no processo de envelhecimento
biolégico, na busca de marcadores para doencas complexas e nos efeitos transgeracionais
em pais que foram expostos em determinadas condi¢cdes ambientais (BORCOI et al., 2020;
LOCKE et al., 2019; RYAN et al., 2019; UNNIKRISHNAN et al., 2019).

As metodologias empregadas possuem como objetivo determinar o status de
metilacdo de amostras de DNA. Aqui, sera discutido os métodos para distinguir a
5-metilcitosina (5mC) da citosina e detec¢do da 5-hidroximetilcitosina. Além disso, seréo
discutidos os métodos que séo utilizados para avaliagdo da metilagdo do DNA de todo o
genoma ou em determinadas regides, que por sua vez, podem ser regides reguladoras de
genes de interesse. Atualmente, os avancgos nas tecnologias de sequenciamento de nova
geracao (NGS) possibilitaram a criacéo de perfis e mapas genémicos de metilacdo do DNA.
Vale ressaltar que os padroes de metilagcdo do DNA néo s&o perdidas ap6s o processo de
extracao de DNA (GOUIL; KENIRY, 2019).

O método padréo ouro para analise de metilagdo do DNA na detecgdo da 5mC é
baseado no tratamento do DNA genémico com bissulfito de sédio. A técnica consiste na
conversao de residuos de conversao de residuos da citosina ndo metilados em uracila,



através do processo de desaminagdo e as citosinas metiladas permanecem intactas
(GOUIL; KENIRY, 2019). Dessa forma, a metilagdo do DNA pode ser interpretada por
sequenciamento de Sanger, Pirosequenciamento ou lllumina. Entretanto, essa técnica ndo
permite a distingdo de outras modificagdes na citosina, como por exemplo, a 5hm (GOUIL;
KENIRY, 2019; LIU; LIAO; LU, 2015). Existem métodos complementares que permitem a
identificacdo das formas oxidadas da citosina, um desses métodos é o sequenciamento de
bissulfito oxidativo (OxBS-seq) especifico para a detec¢cdo da 5hmC (BOOTH et al., 2012).

No caso de baixas quantidades de amostras de DNA, recomenda-se a utilizagéo da
tecnologia MethyLight que é uma técnica quantitativa, sensivel e dependente do tratamento
de bissulfito de sédio (LIU; LIAO; LU, 2015; ZHAN; LUO, 2019). A execugédo deste método
requer iniciadores especificos e sondas fluorescentes especificas para metilagéo (LIU;
LIAO; LU, 2015).

31 MODIFICACAO DAS HISTONAS

No nucleo, o DNA genémico € envolvido por proteinas histbnicas gerando um
complexo chamado cromatina. A unidade bésica da cromatina € chamada de nucleossomo,
sendo formada por octamero de histonas, que constituida pelas histonas H2A, H2B, H3
e H4, em eucariotos (COBOS; BENNETT; TORRENTE, 2019). As modificacbes pods-
transcricionais das histonas vem sendo consideradas os componentes essenciais da
regulacdo da atividade génica, ao marcar as regides ativas e inativas da cromatina através
dos niveis de compactacdo do DNA (LENNARTSSON; EKWALL, 2009; WANG et al., 2015).

As histonas s@o covalentemente modificadas de varias maneiras, incluindo
fosforilagdo, ubiquitinagdo, acetilacdo e metilagdo (LENNARTSSON; EKWALL, 2009).
Devido ao impacto na ativagcéo e repressdo da expresséo génica, as modificacdes mais
estudadas sédo a acetilagdo e metilagcdo, que ocorrem em residuos de lisina ou arginina
conservados nos dominios da cauda-N-terminal de cada proteina (EGGER et al., 2004).

O mecanismo de acetilagao das histonas esté relacionado com a ativac¢éo transcricional.
As enzimas responsaveis por esse mecanismo sao as histonas acetiltransferases (HATs)
e histonas desacetiltransferases (HDACs), que adicionam e retiram grupos acetil (COCH,)
das caudas das histonas (PENNER-GOEKE; BINDER, 2019).

Ja para o mecanismo de metilagdo das histonas, os grupos metil sdo adicionados
pelas metiltransferases de histonas e séo retirados pelas metiltransferases, que podem
contribuir para a represséo ou ativagao da expressao génica dependendo em qual residuo
de lisina ou arginina a metilagéo ocorre (PARK; HAN, 2019; VERMEULEN et al., 2010).

Progressos recentes no desenvolvimento de tecnologia tornaram possivel a
realizacdo de estudos sistematicos em todo o genoma da influéncia das modificagbes
de histonas na etiologia de determinadas doencas, como por exemplo, a influéncia de
modificagdes pos-transcricionais aberrantes de histonas relacionadas a neurodegeneragéao
(COBOS et al., 2019). Estudos recentes também encontraram a relagcdo entre mudancgas nos
padrdes de modificagbes pds-transcricionais das histonas e sua relagdo com diversos tipos
de canceres (LI; LI; ZHU, 2019; PARK; HAN, 2019; QIN et al., 2019; ZHAO; SHILATIFARD,
2019).



A técnica amplamente utilizada para avaliar a status de modificagéo das histonas é
a imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP) com algumas variagcdes de acordo com o tipo de
estudo (LENNARTSSON; EKWALL, 2009). Neste método, o ensaio de ChlIP opera como
uma técnica versatil e de alto rendimento usada para sondar interagdes entre proteinas
especificas ou formas modificadas de proteinas e uma regiao de DNA genémico (LIU; LIAO;
LU, 2015). A técnica consiste, de modo geral, na utilizagdo de anticorpos que interagem
especificamente em determinados tipos de histonas de interesse (FUREY, 2012; HUEBERT
et al., 2006).

Nesta técnica, a ligacdo marcada entre DNA-histonas é revertida em DNA para
verificagdo em analise de sequenciamento ChIP-Seq (imunoprecipitacdo da cromatina
com tecnologia de sequenciamento de nova gerag¢ao) ou por hibridagdo com microarranjos
ChlIP-chip (imunoprecipitagdo de cromatina ligada a microarranjos), que sao duas técnicas
acopladas ao ChIP que sdo amplamente empregadas. Além disso, sdo utilizadas para
obtencdo de uma imagem mais detalhada da distribuicdo de metilagcdo da histona ao
longo dos genes. Ho e colaboradores (2011) destacaram as principais diferencas entre os
ensaios e relataram que a técnica de ChIP-seq se demonstra mais vantajosa devido as
suas vantagens praticas e analise de dados.

41 ANALISES DE miRNA

O estudo dos RNAs néo codificantes tem se demonstrado relevantes na regulacédo
do transcriptoma. Recentemente, muitos estudos buscaram avancos na compreenséo da
relacéo entre a parte ndo codificante do genoma e os mecanismos biolégicos subjacentes
a doengas (MUNOZ-CULLA et al., 2016).

Os microRNAs (miRNA) fazem parte do grupo de RNAs néo codificadores que
contém cerca de 19 a 25 nucleotideos e conservados entre as espécies. Por meio do
emparelhamento de bases com o mRNA, regulam a expressdo génica induzindo a
degradacado e repressao transcricional do mRNA ou inibicdo do processo da traducao
exercido (BARTEL, 2009). Os miRNAs atuam como reguladores cruciais em varias vias
de sinalizagdo biolégica, incluindo o desenvolvimento, proliferacéo celular, diferenciagéo,
resposta imune, angiogénese, apoptose e no ciclo celular (PAN et al., 2019).

Diversos estudos mostraram que a desregulacdo da expressdo de miRNAs tem
sido associada a tumorigénese (FABBRI; CALIN, 2010; HUMPHRIES; WANG; YANG,
2019; YANG et al., 2020). Mais especificamente, na relagdo entre a regulacdo negativa
de genes supressores de tumores e a progressdao do cancer (BANDRES et al., 2009).
Além disso, novos estudos também buscam entendimento da interagdo epigenética de
miRNA na obtencdo de novos tratamentos contra o cancer (MIRANDA FURTADO et al.,
2019; SERMER et al., 2019). Como resultado, ressaltando a importancia de miRNAs como
possivel biomarcador para o cancer. Estudos também tem sugerido que outros mecanismos
epigenéticos, como a metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas sdo as principais
causas de desregulacdo de miRNAs no cancer (HAN et al., 2007; SUZUKI et al., 2013).

A pesquisa por meio do miRNA podem seguir 0s seguintes passos: primeiramente,
ocorre a deteccdo do miRNA, em seguida é feita e predicéo dos alvos e por Gltimo os alvos
sdo validados. As metodologias de detec¢cdo dos miRNAs podem ser estudadas usando



NGS ou RT-PCR. Os alvos de miRNA podem ser obtidos por previsdes usando softwares,
como por exemplo o TargetScan. E valido ressaltar que existem técnicas de validacéo de
alvo e andlises funcionais disponiveis (LIU et al., 2015).

Atualmente, informacdes sobre o entendimento das funcdes dos miRNAs circulantes
para uma melhor compreensdo do seu papel no desenvolvimento e na comunicagcéo
do cancer ainda séo limitadas. Entretanto, as pesquisas sobre essa relacdo estdo em
constante crescimento.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

A compreensdo e o entendimento da relagdo entre as modificagoes epigenéticas
e disturbios que dao origem a vérias doencas humanas estad aumentando. Embora agora
tenhamos uma compreensdo geral do papel de determinados tipos me mecanismos
epigenéticos, como por exemplo, a metilacdo do DNA e a modificagcéo das histonas, ainda
existem lacunas para muitas areas que sao de atual relevancia.

Assim, foram descritas aqui as principais metodologias e protocolos que foram
desenvolvidos para detectar os mecanismos epigenéticos. Além disso, fornecemos uma
viséo geral dos recentes avancos dos papéis que a modificacdo do DNA e das histonas, e
a acdo de miRNA desempenham na medicina.
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RESUMO: A compreensdo da heterogeneidade
celular tem motivado o desenvolvimento
tecnolégico, resultando em diversos métodos
poderosos para analisar o genoma de células
Unicas. O sequenciamento de célula Unica consiste
em isolar uma Unica célula, extrair e amplificar seu
DNAou RNApara analises posteriores, envolvendo
principalmente  sequenciamento de  nova
geracao. Dessa forma, objetivou-se descrever as
principais técnicas utilizadas no método single-
cell genomics, além de identificar os principais
avancos e contribuicdes da técnica para estudos
em biologia molecular. Os principais métodos
para isolamento de células Unicas incluem:
Classificacao Celular Ativada por Fluorescéncia
(FACS); Classificacdo de Células Ativadas
Magneticamente (MACS); Microdissec¢éo de

Captura a Laser (LCM); Coleta Manual de Células
ou Micromanipulagédo; e Microfluidicos. Além dos
métodos de isolamento celular, existem métodos
para isolamento direto do nucleo: Isolamento de
Nucleos Marcados em Tipo Celular Especifico
(INTACT) e; Isolamento Descontinuo da Cromatina
Especifica de Tecido para Imunoprecipitacdo
(BiTS-ChIP). Meétodos de amplificacdo de
genoma inteiro foram desenvolvidos para gerar
quantidade de DNA suficiente para o posterior
sequenciamento, sendo os trés principais:
Reacdo em Cadeia da Polimerase Iniciada por
Oligonucleotideo  Degenerado  (DOP-PCR);
Amplificacdo de Deslocamento Mdltiplo (MDA);
e Multiplos Ciclos de Amplificacdo Baseados em
Anelamento e Loop (MALBAC). Os avangos nas
analises de células Unicas possibilitaram novas
descobertas na biologia molecular, bem como na
medicina. O sequenciamento genémico de células
Unicas ampliara cada vez mais o conhecimento
a cerca da complexidade e heterogeneidade
celular em organismos normais, bem como no
desenvolvimento dos seres vivos e das doengas.
PALAVRAS-CHAVE: Biologia Molecular;
Biotecnologia; Genoémica.

BASIC PRINCIPLES IN DNA
AMPLIFICATION AND SINGLE CELL
GENOMICS

ABSTRACT: The understanding of cellular
heterogeneity has motivated technological
development, resulting in several powerful methods
to analyze the genome of single cells. Single-
cell genome sequencing consists of isolating a
single cell, extracting and amplifying its DNA or
RNA for further analysis, mainly involving new
generation sequencing. Thus, the objective was to
describe the main techniques used in the single-
cell genomics method, in addition to identifying
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the main advances and contributions of the technique to studies in molecular biology. The
main methods for isolating single cells include: Fluorescence-activated cell sorting (FACS);
Magnetic activated cell sorting (MACS); Laser capture microdissection (LCM); Manual cell
collection or Micromanipulation; e Microfluids. In addition to cell isolation methods, there are
methods for direct isolation of the nucleus: Isolation of nuclei in tagged cell types (INTACT);
Isolation of tissue-specific chromatin for immunoprecipitation (BiTS-ChIP). Methods of whole
genome amplification were developed to generate enough DNA for subsequent sequencing,
the main three being: Degenerate oligonucleotide primed-polymerase chain reaction (DOP-
PCR); Multiple Displacement Amplification (MDA); e Multiple annealing and looping based
amplification cycles (MALBAC). The advances of single-cell analysis enabled new discoveries
in molecular biology as well as in medicine. Genomic sequencing of single cells will increasingly
expand knowledge about the complexity and cellular heterogeneity in normal organisms, as
well as in the development of living beings and diseases.

KEYWORDS: Molecular biology; Biotechnology; Genomics.

11 INTRODUGAO

Quase todo o conhecimento sobre o0 genoma e sua regulagéo foi obtido através de
estudos ao nivel de populagéo celular, geralmente analisando uma mistura de milhares ou
milhdes de células. Isso porque os métodos tradicionais de sequenciamento podem obter
apenas a média de muitas células, o que gera a perda de informagdes de heterogeneidade
celular (MACAULAY; VOET, 2014). Entao, é importante considerarmos que os tecidos
raramente séo homogéneos, onde o genoma esta sujeito a adquirir mutacdes genéticas e
a variabilidade da expressdo génica esta presente em todas as células, mesmo dentro de
uma populagédo fenotipicamente homogénea (HUANG, 2009).

Na ultima década, a compreensdo da heterogeneidade celular tem motivado o
desenvolvimento tecnol6gico, resultando em diversos métodos poderosos para analisar
o0 genoma de células unicas (KALISKY; BLAINEY; QUAKE, 2011). A tecnologia de
sequenciamento de DNA vem melhorando constantemente desde o seu surgimento, na
década de 1970. Inicialmente a tecnologia de sequenciamento de células Unicas teve seu
uso restrito, devido ao alto custo. Porém, conforme o passar do tempo, novos métodos
foram criados, permitindo a ampliacdo da utilizagdo, sendo atualmente cada vez mais
utilizada em varios campos (SHAPIRO; BIEZUNER; LINNARSSON, 2013). Em 2013, a
técnica foi escolhida pela Nature Methods como a tecnologia do ano.

O sequenciamento de célula Unica consiste em isolar, em uma Unica célula, extrair
e amplificar seu DNA ou RNA (dependendo do foco do estudo) para analises posteriores,
envolvendo principalmente sequenciamento de nova geracao.

Os desafios nos estudos com base em sequenciamento de célula Unica incluem
o isolamento eficiente das células, a amplificagdo do genoma com obtencdo de material
suficiente para as posteriores andlises, sequenciamento econémico para identificar
variagdes, bem como a interpretagdo dos dados, levando em consideragdo possiveis
erros durante essas etapas (GAWAD; KOH; QUAKE, 2016). A seguir, descreveremos as
principais técnicas envolvidas na realizacdo do isolamento de células unicas, bem como
amplificacéo do seu genoma.



21 METODOS DE ISOLAMENTO DE CELULA UNICA

A primeira etapa do estudo com células Unicas requer o isolamento de células
individuais. Para tanto, foram desenvolvidas diferentes tecnologias para isolamento celular,
sendo as principais descritas mais a diante neste capitulo.

Os métodos de isolamento de célula Unica podem seguir dois tipos de amostragem,
a imparcial ou a tendenciosa. A amostragem imparcial € realizada de forma aleatoria,
refletindo melhor a composi¢éo do tecido estudado. Ja a amostragem tendenciosa é feita
de maneira direcionada, onde é possivel isolar tipos celulares raros ou especificos de
interesse (SHAPIRO; BIEZUNER; LINNARSSON, 2013).

Os principais métodos para isolamento de células unicas incluem: 1) Classificacdo
Celular Ativada por Fluorescéncia (FACS); 2) Classificagdo de Células Ativadas
Magneticamente (MACS); 3) Microdissecgdo de Captura a Laser (LCM); 4) Coleta Manual
de Células ou Micromanipulacéo; e 5) Microfluidicos (Figura 1).

Coleta ] o
manual Microfluidicos

Figura 1. Visédo geral das técnicas de isolamento celular. Fonte: Adaptado de Hu et al. (2016).

1) Classificacao Celular Ativada por Fluorescéncia (FACS):

Este método é baseado em citometria de fluxo que utiliza a marcag¢édo de células
alvo com de sondas fluorescentes, como por exemplo, anticorpos monoclonais, que
reconhecem marcadores especificos nas células. Conforme as células marcadas em



suspensao percorrem a citometria, um laser é emitido pelo aparelho, e dessa forma, as
células podem ser separadas conforme caracteristicas especificas (HERZENBERG;
SWEET; HERZENBERG, 1976).

2) Classificacdo de Células Ativadas Magneticamente (MACS):

A separagdo de células através deste método é baseada na separagéo por carga,
utilizando anticorpos, enzimas, lectinas ou estrepavidinas associadas a esferas magnéticas
para ligar proteinas especificas nas células-alvo. Posteriormente a esta marcacédo, as
células sdo colocadas em um campo magnético externo eas esferas magnéticas ativadas.
Consequentemente, células marcadas com as esferas magnéticas polarizam e as demais
sdo lavadas (MILTENYI et al., 1990).

3) Microdissecgao de Captura a Laser (LCM):

O método LCM permite a separacao de células a partir de amostras de tecido
principalmente sélidas em uma lamina de microscépio. E utilizado um microscépio invertido
com um sistema de captura a laser infravermelho ou ultravioleta. A partir da visualizacdo e
reconhecimento da célula alvo, o laser é emitido a fim de derreter um fino filme termoplastico
(polimero de acetato de etileno e vinil) acima da célula, fundindo-o a ela. A remog¢éo do
filme permite também a remoc¢éo da célula, enquanto o restante do tecido permanece na
lamina (EMMERT-BUCK et al., 1996).

4) Coleta Manual de Células ou Micromanipulacédo:

Este método é frequentemente utilizado, em virtude do baixo curto e do simples
processo. A técnica consiste na utilizagdo de um microscoépio invertido combinado com
micropipetas, onde o pesquisador visualiza o conjunto de células e isola-as de forma
imparcial.

5) Microfluidicos:

Existem diferentes categorias dentro deste método, no qual a técnica baseada em
cromatografia de afinidade celular é a mais utilizada.. Utiliza-se um chip modificado com
anticorpos especificos, capazes de ligar-se ao antigeno na superficie celular das células de
interesse. A medida que a amostra flui através de microcanais, as células alvo séo ligadas
ao chip através da interagdo antigeno-anticorpo e sdo imobilizadas, enquanto as outras
células fluem normalmente. Este método é geralmente associado a FACS ou MACS, por
exemplo.

Além dos métodos de isolamento celular descritos acima, existem métodos para
isolamento direto do ndcleo. A seguir iremos descrever rapidamente os dois principais
métodos: 1) Isolamento de Nucleos Marcados em Tipo Celular Especifico (INTACT) e; 2)
Isolamento Descontinuo da Cromatina Especifica de Tecido para Imunoprecipitagdo (BiTS-
ChlIP) (Figura 2).
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Figura 2. Viséo geral das técnicas de isolamento de nucleos. Fonte: Adaptado de Zeb et al.
(2019).

1) Isolamento de Nicleos Marcados em Tipo Celular Especifico (INTACT):

INTACT é um método para isolar nucleos de células especificas, baseado em
afinidade. O método utiliza marcagédo de nucleos com biotina a partir de uma proteina
de fusédo direcionada ao envelope nuclear externo. A purificagdo dos nucleos marcados
€ realizada com o auxilio de esferas magnéticas revestidas com estreptavidina (DEAL;
HENIKOFF, 2010).

2) Isolamento Descontinuo da Cromatina Especifica de Tecido para
Imunoprecipitacao (BiTS-ChIP):

Estd técnica é realizada marcando com fluorescéncia uma proteina nuclear
expressa no tipo celular de interesse. Os nucleos fluorescentes séo classificados através
de FACS e posteriormente a cromatina é cortada e extraida. O corte da cromatina possibilita
a imunoprecipitacao do DNA associado a proteina de interesse (BONN et al., 2012).



31 AMPLIFICAGAO DO DNA E SINGLE-CELL GENOMICS

Quando trabalhamos com metodologias de amplificacdo do DNA, seja por técnicas
convencionais ou por métodos de célula Unica, a qualidade e a quantidade do DNA
gendmico extraido sédo fundamentais. Uma célula humana dipl6ide, por exemplo, contém
aproximadamente 7 pg de DNA genOmico e para realizarmos as diversas analises &
necessaria a sua amplificacao (MACAULAY; VOET, 2014).

Dessaforma, muitos métodos de amplificacao de genoma inteiro foram desenvolvidos
para gerar quantidade de DNA suficiente para o posterior sequenciamento. Os trés principais
métodos de amplificacdo do genoma incluem: Reacdo em Cadeia da Polimerase Iniciada
por Oligonucleotideo Degenerado (DOP-PCR); Amplificacdo de Deslocamento Multiplo
(MDA); e Mdltiplos Ciclos de Amplificagdo Baseados em Anelamento e Loop (MALBAC).

Os métodos possuem diferentes vantagens e desvantagens, as quais devem ser
levadas em consideracdo na hora do pesquisador escolher o melhor método para sua
pesquisa. Bourcy e colaboradores (2014) comparando quantitativamente o desempenho
dos métodos MDA e MALBAC na amplificagéo de todo o genoma concluiram que nenhum
método apresenta total desempenho em todos os critérios (uniformidade da cobertura,
taxas de erro e nivel de contaminagéo). Dessa forma, a escolha do método deve obedecer
ao objetivo do experimento.

1) Reacdo em Cadeira da Polimerase Iniciada por Oligonucleotideo Degenerado
(DOP-PCR):

A PCR é uma técnica bastante utilizada na biologia molecular com a finalidade de
amplificar uma regido do DNA, sendo capaz de gerar milhares a milhdes de cépias apds
varios ciclos da reacdo. Este método é dependente da enzima Tag DNA polimerase e de
primers especificos para a regido de interesse.

O método DOP-PCR foi proposto em 1992 por Telenius e colaboradores, utilizando
primers degenerados (Figura 3). Sabe-se que o codigo genético € degenerado, ou seja, um
mesmo aminoacido pode ser codificado por diferentes codons. Considerando isso, para
que todas as possibilidades de cédons sejam expressas, primers degenerados ndo sédo
formados por uma sequéncia especifica e Unica, mas sim por um conjunto de sequéncias,
de acordo com as possiveis bases em determinadas posicoes.
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Figura 3. Visao geral da técnica DOP-PCR. A dupla fita de DNA é desnaturada para permitir o
anelamento dos primers degenerados as fitas simples. Posteriormente, a Tag DNA polimerase
inicia a amplificagéo da fita simples de DNA. Depois de repetidos ciclos, existem varias copias
do mesmo DNA, e as fitas simples se unem por complementariedade. Fonte: Adaptado de
Gaward, Koh e Quake (2016).

O principio do método DOP-PCR ¢é a utilizagdo do primer degenerado. A reacao
inicia-se com o processo de pré-amplificagédo, onde ocorre a desnaturacéo da dupla fita de
DNA, seguida do anelamento do primer a uma temperatura inicial baixa. A pré-amplificacdo
€ seguida pela amplificacao por PCR das fitas de DNA. Apds vérios ciclos, o DNA molde é
entdo amplificado em vérias cépias.

Para uma amplificacéo eficiente, os autores indicam dois pontos fundamentais, que
incluem uma baixa temperatura inicial, a fim de permitir ao primer iniciar o processo a partir
de sequéncias alvo curtas, e utilizagdo de primer degenerado. Com relagéo ao rendimento,
fatores limitantes incluem a concentragéo do primer utilizado e da Taqg polimerase, pois,
diferente da PCR convencional, a DOP-PCR busca amplificar o maior nimero possivel de
locais (TELENIUS et al., 1992).



2) Amplificacdo de Deslocamento Multiplo - MDA

Diferente dos métodos baseados em PCR que utilizam a Taqg DNA polimerase para
a polimerizagdo de novas fitas de DNA, Dean e colaboradores descreveram o método MDA
em 2002, utilizando a enzima polimerase replicativa do fago Bacillus subtilis phi29 (phi29
DNA polimerase).

A phi29 DNA polimerase além de realizar o processo de polimerizagéo, é capaz
de produzir deslocamento da fita recém-sintetizada (BLANCO et al., 1989). Dessa forma,
polimeriza¢des secundarias sao iniciadas a partir de produtos primarios (Figura 4).
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Figura 4. Visao geral da técnica de MDA. Ap6s anelamento do primer, a Phi29 DNA polimerase
inicia a amplificagdo do DNA. A fita recém-sintetizada é deslocada ainda pela Phi29 DNA
polimerase, permitindo novos anelamentos de primers e amplificagdes secundarias. Fonte:
Adaptado de Gaward, Koh e Quake (2016).

O processo do método é semelhante a PCR, ocorrendo desnaturacéo da dupla fita
de DNA, anelamento do primer e sintetizacdo de novas fitas. Porém, como a polimerase
em questdo possibilita além a amplificacdo, o deslocamento da fita recém-sintetizada,
amplificacbes secundarias séo realizadas nessas fitas, gerando maior rendimento.

MDA é uma técnica simples, a qual pode ser feita com uma variedade de amostras
biolégicas e seu produto de DNA gerado é maior que 10 kb. O método ¢ eficiente para
diversas aplica¢des, como andlise de polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP), polimorfismo
de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) e hibridagdo comparativa de genoma.
Além disso, o MDA néo depende de elevada temperatura para a desnaturag¢do da dupla fita
de DNA, dessa forma, as chances de degradacéo do DNA sdo reduzidas, e a especificidade



da amplificagdo da sequéncia melhora (DEAN et al., 2002).

3) Multiplos Ciclos de Amplificacdo Baseados em Anelamento e Loop -
MALBAC

Em 2012, Zong e colaboradores descreveram um novo método de amplificagéo,
denominado MALBAC. Este € um método hibrido, onde inicialmente ocorre amplificagéo
com a phi29 DNA polimerase, seguida de amplificagdo por PCR com a Tag DNA polimerase.
(Figura 6).

MALBAC
’
L o

Amplificacdo

Amplicons completos

............

.........

o o o
Amplificagao por PCR

' T o

- Primer degenerado

() Phi29 DNA polimerase
() Taq DNA polimerase

Figura 6. Visao geral da técnica MALBAC. O método hidrido inicia com anelamento do
primer degenerado e amplificacéo e deslocamento da fita pela Phi29 DNA polimerase. Essa
primeira amplificacdo da origem a semiamplicons. Ocorre outra amplificagdo originando
amplicons completos que possuem a extremidade 3’ complementar a extremidade 5’. Essas
extremidades complementares se unem, gerando um DNA em loop. Os amplicons completos
sao amplificados pela Taq DNA polimerase em uma reagéo de PCR, permitindo a formagéo de
diversas copias do mesmo DNA. Fonte: Adaptado de Gaward, Koh e Quake (2016).

A amplificacdo pela Phi29 DNA polimerase gera semiamplicons. Posteriormente,
ocorre uma segunda amplificacdo nestes semiamplicons, gerando amplicons denominados
completos, que por possuirem sua extremidade 3’complementar a sequéncia na extremidade
5’, formam uma estrutura de DNA em loop. Apés repetidos ciclos de amplificacdo e
deslocamento, os amplicons completos sé@o encaminhados para a amplificagdo por PCR
pela Taq DNA polimerase.



O método garante maior uniformidade na cobertura do genoma, chegando a uma
cobertura de até 93% do genoma, bem como detecgdo mais precisa de variagdes no
numero de copias e polimorfismos de nucleotideo Unico (ZONG et al., 2012).

41 APLICACOES E CONDIDERACOES FINAIS

Os avancos nas tecnologias de analises de células Unicas possibilitaram novas
descobertas na biologia molecular, bem como na medicina. Tecnologias unicelulares podem
direcionar o desenvolvimento de novos medicamentos, principalmente imunoterapicos
contra o cancer (YOFE; DAHAN; AMIT, 2020).

As pesquisas com cancer foram muito beneficiadas com os avangos nas analises de
célula anica, uma vez que tumores sdo complexos e apresentam grande heterogeneidade
celular. Entender o ambiente intratumoral possibilita melhores respostas aos tratamentos
propostos. Além disso, ressalta-se o grande potencial de tecnologias unicelulares na
deteccao de lesOes pré-neoplasicas, contribuindo no diagnostico da doenca (BASLAN;
HICKS, 2017).

O sequenciamento genémico de célula Unica também contribuiu para o avango
em diversas outras areas da biologia molecular, incluindo a identificacdo de variacbes
cromossdmicas, como numero de copias e variagdes de nucleotideo Unico, evolucdo de
tumores, génese dos gametas, mosaicismo somatico, o que se reflete na heterogeneidade
gendmica entre uma populacao de células (HU et al., 2016).

Percebe-se o crescente progresso nos Ultimos tempos nos métodos de analise de
células Unicas. Ainda existem limitagcbes a serem superadas, como o aumento na taxa
de rendimento do isolamento celular, bem como melhorias na amplificacdo do DNA. Fato
€ que o0 sequenciamento gendmico de células unicas ampliara cada vez mais 0 nosso
conhecimento acerca da complexidade e heterogeneidade celular em organismos normais,
bem como no desenvolvimento dos individuos e das doencas.
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RESUMO: O entendimento sobre o transcriptoma
trouxe novas perspectivas sobre a biologia da
célula, no qual o estudo do RNA mensageiro
(RNAm) e da expressao génica poderiam auxiliar
no entendimento sobre as respostas obtidas a
medicamentos, tratamentos, e comportamentos
biol6gicos associados. O PCR de transcricao
reversa quantitativa (RT-gPCR) é resultado da
evolugcdo da técnica amplamente empregada
na biologia molecular de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e as plataformas de
quantificacdo. A técnica baseia-se na formacgéo de
uma fita de DNA complementar (cDNA) a partir de
RNA (RNAm), uma enzima transcriptase reversa
e a extensdo de um ou mais oligonucleotideo.
Para além da pesquisa a ser aplicada, o RT-qPCR
ganhou um conjunto de estratégias metodologicas
que podem variar nos métodos de deteccgéo,
na escolha sobre os iniciadores da transcricdo
reversa, nas etapas de execugéo e outras. Este

capitulo retne os processos de evolugdo da
técnica e apresenta algumas das estratégias
amplamente empregadas na RT-qPCR.
PALAVRAS-CHAVE: RT-gPCR,;
Génica; Biologia Molecular

Expresséo

RT-gPCR: GENE EXPRESSION STUDIES

ABSTRACT: The understanding of the
transcriptome brought new perspectives on the
cell’s biology. Thus, the study of messenger RNA
(mRNA) and gene expression could assist in
understanding the responses obtained to drugs,
treatments, and associated biological behaviors.
The quantitative reverse transcription PCR (RT-
gPCR) is the result of the evolution of the technique
widely used in molecular biology of polymerase
chain reaction (PCR) and the quantification
platforms. The technique is based on the formation
of a complementary DNA strand (cDNA) from RNA
(mRNA), a reverse transcriptase enzyme and the
extension of one or more oligonucleotides. The RT-
gPCR gained a set of methodological strategies
that can vary in the detection methods, in the
choice of the initiators of reverse transcription, in
the stages of execution, and others. This study
brings together the processes of evolution of the
technique and presents some of the strategies
widely used in RT-gPCR.
KEYWORDS: RT-gqPCR;
Molecular biology

Gene expression;

11 INTRODUCAO

O percurso evolutivo das tecnologias
de diagnédstico avancou ao passo da criacdo
de novas maquinas, insumos e tecnologias.
Seguindo esse percurso a reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR"), usada em larga escala para pesquisas biolégicas, no campo clinico
e de diagnostico e forense, alcangou novos alvos genémicos, deixando de ser restrito ao
DNA, e aplicando-se ao RNA e suas variantes mi-, pi-, sno-, si, sr-, U-RNA (HOLLANDet
al., 1991; KUBISTA et al., 2006).

O entendimento sobre o transcriptoma trouxe novas perspectivas sobre a biologia
da célula, e as especificacbes e desdobramentos relacionados ao RNA mensageiro
(RNAm) e a regulagéo génica. Entender o padréo de expressdo para diferentes tecidos
e as correlagdes quimicas, bioquimicas e respostas fisiolégicas poderiam auxiliar no
entendimento sobre as respostas obtidas a medicamentos, tratamentos, os comportamentos
associados e até sobre os mecanismos iniciadores (ROCHA; SANTOS; PACHECO, 2015;
SANDERS et al., 2018).

Para se alcangar o que conhecemos hoje como PCR de transcricdo reversa
quantitativa (RT-qPCR?), foi necessario o aprimoramento e derivagbes da técnica, na
qual o PCR digital (dPCR), PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e PCR de transcricao
reversa (RT-PCR), somam-se para solucionar a necessidade de uma analise qualitativa e
quantitativa dos acidos nucleicos nos diferentes sistemas bioldgicos (TAYLOR; MRKUSICH,
2014) (Tabela 1).

Para melhor entendimento, as técnicas citadas tém como pilar a deteccdo dos produtos
do PCR com o auxilio de uma Taq polimerase estavel ao calor,Desoxirribonucleotideos
Fosfatados (dNTPs) e as sondas iniciadoras (oligonucleotideo). Mediante a evolugao
do termocicladores, acrescentou-se uma molécula repérter florescente que auxilia a
identificacdo e quantificagdo dos produtos em analise produzida em cada ciclo (HOLLAND
et al., 1991; GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996).

PCR qPCR RT-qPCR

A marcacao fluorescente

Baseia-se na presencga ou auséncia

Reacéo direcionada ao

Pr_lrné(::lgilgada da amplificagc@o do material g?g?iz‘tii:gggt?;gggs?ze entendimento sobre o RNA e
genetico. acordo com os ciclos da PCR. | €XPressac genica.
- Amplificacéo de uma Regiao
génica; - Uso de marcador florescente, | Etapa antecessora de
- Combinagao de DNA polimerase, | somado aos constituintes da convgrsagéo do RNA em cDNA:
Método cofatores, nucleotideos, e reacdo de PCR; . RT: Transcriptase reversa

sequencia direcionadora (Primer);
- Precisa fazer eletroforese em
gel para ver seu produto de PCR
amplificado.

- Resultado é atribuido ao Ct
de amplificagdo em resultado
digital.

- Segue os parametros da qPCR
para analise dos transcritos.

1. Dados Histéricos: O PCR foi inventado por Kary B. Mullis e Michael Smith no inicio dos anos 80. Ambos ganharam o
Nobel de Quimica de 1993 pela invengéo.

2. Nos anos 90 foi considerado como o “padrédo ouro” na analise quantitativa de acido nucleico, devido a sua alta sensi-
bilidade, boa reprodutibilidade, ampla faixa dindmica de quantificagdo, facil uso e razoavel custo-beneficio.
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Aplicacoes
Comuns

- Sequenciamento;

- Clonagem;

- Deteccéo de Mutacoes;
- Validagéo de OGM;

- Detecgéo de patégenos;

- Genotipagem;

- Analise de Mutagdes;

- Analise de Metilagéo do
DNA;

- Deteccéo de patégenos;

- Analise de perfis de expressao
génica;

- Aplica-se ao RNA e suas
variantes.

- Testes forenses. - Quantificagé@o de carga viral.

Tabela 1. Classificacéo e diferenciacdo das técnicas de PCR, gPCR e RT-qPCR

21 A TRANSCRICAO REVERSA

Para o estudo do RNA, de forma que este seja passivel a técnica de PCR necessitou
de uma nova etapa que antecedesse a técnica e denominada transcri¢do reversa (RT da
sigla). Esta etapa baseia-se na formacdo de uma fita de DNA complementar (cDNA) a
partir de RNA (RNAm), uma enzima transcriptase reversa e a extensdo de um ou mais
oligonucleotideo iniciadores (GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996; BUSTIN, 2000).

Inicialmente observado no comportamento dos retrovirus nos processos infecciosos,
para a aplicagdo molecular o processo de iniciagdo da reacéo de transcricédo reversa pode
usar trés abordagens, que sdo: Random Primers, Oligo(dT)s e os Primers de sequéncia
especifica (Sequence Specific Primers). Os Random Primers, amplamente empregados
atualmente, baseiam-se em sondas variadas que se anelam e pontos variados do RNA
como ponto de partida. Os Oligo(dT)s baseiam-se na estrutura do RNAm, na qual o primer
se ancora a extremidade 5 ‘da cauda poli (A). Ja o Primers de sequéncia especifica baseia-
se em Primers personalizados que visam a sequéncia especifica de um mRNA, garantindo
que a sintese do cDNA seja especifica a um gene de interesse (STANGEGAARD; DUFVA;
DUFVA, 2006; LI; BROWNLEY, 2010; GREEN; SAMBROOK, 2019) (Figura 1).

O processo de sintese deste cDNA é dependente das sequencias de anelamento
destes iniciadores de reac&o, polimerizagcdo e inativacdo da atividade da enzimaDNA
polimerase RNA-dependente (Transcriptase reversa), em um processo dependente do
aquecimento similar ao PCR (BUSTIN, 2000; NAKAMURA et al., 2003).
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Figura 1. Iniciadores da Transcricdo Reversa. Os iniciadores Oligo(dT)s se ligam a calda
poli(A) do RNA mensageiro. Os iniciadores RandomPrimers se ligam a pontos diversos do RNA
mensageiro. Os iniciadores Primers de sequéncia especifica se ligam a uma regido especifica

do RNA mensageiro.

31 ONE-STEP X TWO-STEP

Entre as estratégias para realizagéo das rea¢des do RT-qPCR esta a escolha de kits
a serem realizados em uma ou duas etapas. Essas estratégias baseiam-se na combinagéo
ou ndo da etapa da transcrigdo reversa e PCR em tempo real, modificando-se assim as
estratégias de iniciacdo, os processos de otimizacéo dos primers, e as condi¢cdes de reacéo
(WONG; MEDRANO, 2005).

Entre as vantagens e desvantagens relatadas pelas marcas disponiveis no mercado
demonstra-se que a escolha por fazer as reacdes em um unico tubo garante uma menor
variacéo experimental e uma maior reprodutibilidade do experimento, no entanto, questdes
como otimizacao das reacoes, baixa sensibilidade e a deteccao de menos alvos por amostra
s&@o pontos negativos para a escolha desta abordagem experimental (Figura 2) (DE PAULA
et al., 2004; RASHED-UL ISLAM; JAHAN; TABASSUM, 2015).

Na abordagem mais comum, no qual as etapas sao feitas de forma separada, a
vantagem de maior destaque é a possibilidade de armazenamento do cDNA por longos
periodos, e a disponibilidade deste para novas reacoes, além da possibilidade de otimizagéo
e flexibilizagdo das reagdes. No entanto, o processo em duas etapas segue sendo mais
oneroso em tempo e no uso de materiais plasticos.
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Transcriptase —
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Figura 2. Estratégias para realizacéo das reacées do RT-gPCR. A. Reacgéao estabelecida em
uma unica etapa, na qual os reagentes para a transcri¢cao reversam e para o qPCR participam
da mesma reacgdo. B. Reacgédo estabelecida em 2 etapas. A primeira o referente a transcricao
reversa e a segunda referente ao qPCR.

3.1 Instrumentacéo e principios de deteccao da técnica

O principio das analises de PCR em “tempo real” pauta-se na identificagdo dos
fluorocoromo “Reporter’ associados ao produto do PCR durante os ciclos de reagao (HEID
et al., 1996). Nesse sentido, o entendimento sobre esta técnica baseia-se na escolha dos
sistemas de deteccao, e seus derivados como: modulo de reagéo, sistema de deteccao
optica, e os softwares (BUSTIN, 2000).

O modulo de reacdo consiste no processo de aquecimento e resfriamento do
equipamento em uso, o entendimento deste processo relaciona-se as etapas de separacao
das fitas duplas, hibridizacdo dos primers e a polimerizacado. Ligado a esta etapa também
esta a escolha correta das placas ou tubos usados para perfeito aproveitamento da reagéo.
Em relacdo ao sistema de detecgéo é importante entender a interagéo entre fluorescéncia
e filtros que acompanham o equipamento e o fluorocoromo “Reporter’ a ser usado. O
software em questédo é a forma de interacdo com a reacdo e necessaria para 0 processo
de interpretacdo dos resultados. O entendimento destas etapas garante que erros sejam
evitados na escolha dos kits, e o processo de otimizagdo e configuracbes ganhem mais
celeridade (BUSTIN, 2000).



Entre os métodos de deteccdo disponiveis no mercado, 0s sistemas mais comuns
sé@o o de detecgdo especifica (Sistema TagMan®) ou inespecifica (Sistema SYBR Green
I). No primeiro, utiliza-se uma sonda florescente ancorada na extremidade 5’ por um
fluorocromo “Reporter”, que tem como papel emitir a florescéncia, e em uma molécula
“Quencher” na sua extremidade 3’, que atua na absor¢do dessa florescéncia enquanto a
sonda esta estavel, em um sistema denominado transferéncia de energia de ressonéancia
de fluorescéncia (FRET). O processo de deteccéo é dependente da clivagem da sonda
pela enzima Tag DNA polimerase, que libera o fluorocromo “Reporter” que fica livre para
ser excitado e produzir fluorescéncia (HEID et al., 1996) (Figura 3). Nesse sentido, a
fluorescéncia produzida é proporcional aos alvos recém-sintetizados a cada ciclo.

Ja o sistema SYBR Green |, utiliza fluorocoromos com afinidade por moléculas de
DNA dupla-fita, de forma que com o decorrer dos ciclos as moléculas se intercalamaos
produtos do PCR. A etapa de detec¢éo ocorre no processo de polimerizagdo da dupla fita
neste sistema, ja que a fluorescéncia é reduzida no processo de desnaturacédo (MORRISON;
WEIS; WITTWER, 1998). Por ser um método mais barato, a técnica € amplamente utilizada
pelos pesquisadores, no entanto, a inespecificidadeda florescéncia aos alvos de escolha
pode-se tornar um problema na amplificagéo de produtos inespecificos ou na ocorréncia de
dimeros de primers (Figura 3).
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Figura 3. Sistema de detec¢do no qPCR. O Sistema TagMan® baseia-se na desestabilizagdo
do sistema transferéncia de energia de ressonéncia de fluorescéncia (FRET) entre fluorocromo
‘Reporter” e a molécula “Quencher”. O rompimento da ligagéo liberar o fluorocromo “Reporter”
para ser excitado e produzir fluorescéncia. O sistema SYBR Green | baseia-se na ligagéo do
fluorocromo as moléculas de DNA dupla-fita.
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Com o entendimento dos métodos de deteccdo a quantificagéo da técnica baseia-
se na florescéncia obtida em relagédo aos ciclos de PCR. Nesse sentido, a representagcéo
gréafica da curva de amplificagdo pode ser divida em fase de iniciagdo, fase exponencial e
fase platdé (HEID et al., 1996; DING; CANTOR, 2004).

Os primeiros ciclos caracterizam-se por uma baixa detecg¢édo da fluorescéncia, e
com o passar dos ciclos e com um acumulo exponencial dos produtos do PCR, o sinal de
fluorescéncia torna-se detectavel nomeando-se esta etapa como ciclo de quantificagéo.
O valor basal de deteccdo é a base da quantificagdo, demonstrando-se que em reacoes
que vocé entra com a mesma concentracao de material biol6gico consegue-se comparar a
presenca gene em estudo (DING; CANTOR, 2004; TAYLOR et al., 2010).

Este conceito também torna essencial as etapas de padronizacdo das reagoes, ja
que a quantidade de material biolégico presente no inicio da reagéo € um fator determinante
para que o ciclo de quantificag@o seja identificado nos ciclos iniciais ou tardios da reacéo
de qPCR (BUSTIN, 2000).

O ciclo de quantificagdo também pode ser entendido pelos termos apresentados
pelo software, entre estes estdo (Figura 4):

+ ARN: é o sinal da florescéncia calculado pela subtracéo da florescéncia emitida
pelo produto da reacdo e emisséo basal detectada, e os valores séo apresen-
tados com base nos ciclos;

+  THRESHOLD: Com base no limite de detecgcéo da florescéncia o proprio sof-
tware determinao limiar basedo sinal de amplificagdo real para reacdo.Seu
calculo é baseado no desvio padrao do sinal médio da florescéncia entre os 15
primeiros ciclos da reacao;

«  Ct é definida como o valor em que o ARN de uma amostra ultrapassa o limiar
minimo de deteccéo. Este valor compdem a base célculo das metodologias de
quantificacdo.



Plateau

/ Fase Exponencial
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THRESHOLD

— Fase Inicial

Cycle

Figura 4. Exemplificagéo gréafica dos conceitos relacionados a curva de amplificagéo e definicao
do Ctda reagéo.

4|1 TEMPERATURA DE melting (Tm):

Um dos principios basicos para quem trabalha com PCR é a temperatura na qual a
metade do produto de PCR estéa dissociado e a outra metade hibridado. A temperatura de
melting esta diretamente relacionada ao tamanho do fragmento em estudo e a presenca de
guanina e citosina neste (Figura 5).

Os amplicons produzidos na reagdo tem um pico de fusdo caracteristico a
temperatura, nesse sentido, no RT-gPCR a analise sobre o melting contribui sobre a
identificacdo e entendimento de agentes contaminantes ou da inespecificidade do primer
(NAKAMURA et al., 2003).
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Curva de Amplificagao
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Figura 5. Exemplificag@o das Curva de Amplificagdo e de dissociagdo. A curva de amplificagdo
demonstra a detecgdo de produtos amplificados em uma amostra. A Curva de dissociagdo que
na reacéao foi encontrado diferentes temperaturas de melting para o produto da amplificagdo.

51 ANALISE QUANTITATIVA

Como a grande parte dos métodos de quantificagdo em andlises experimentais,
para o RT-qPCR a escolha das abordagens de quantificagdo também pode ser absoluta ou
relativa. O método de quantificacao absoluta, estd diretamente relacionado ao niUmero de
copias ou produtos da PCR detectados, baseados em uma correlagdo com a curva padréo
desenhada na reacédo (ROCHA; SANTOS; PACHECO, 2015).

A definicdo de curva padrdo baseia-se na relagdo absorbancia/ concentracdo. A
aplicacédo no RT-gPCR o Ct torna-se o valor base de calculo, porém & dependente de
um conhecimento prévio dos padrées em uso que devem ser identificados por métodos
independentes. Desta forma, o Ct “desconhecido” € comparado ao padrédo para determinar
0 numero de cdpias iniciais da rea¢do, que podem variar entre amostras de plasmideo para

0 gene de interesse ou oligonucleotideo sintético de cadeia simples (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

Em relacdo a analise relativa, ela tem como objetivo avaliar o padréao de expressao
génica em comparagdo a uma amostra e a um gene referéncia, sendo assim denominado
Método CT comparativo. A escolha por esta metodologia de analise é iniciada a partir da
escolha adequada e validagcdo dos genes enddgenos a serem usados como controle de
reacdo. Questbes como tratamento e as vias que podem integrar a resposta devem ser



priorizadas para que este gene controle ndo tenha a sua expresséo afetada pelo tratamento.
A proxima etapa para a anélise baseia-se no controle do experimento, que muitas vezes
mimetiza situagbes em que a expressdo do gene em estudo tenha um acréscimo de
destaque (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004).

Passados estes passos a quantificagdo relativa baseia-se no método de limiar
comparativo (método 2-Ct), na qual o nivel de expresséo do gene alvo (ACt) é calibrado
pelo controle enddgeno Ct da “amostra” -Ct do gene calibrador, na qual o gene calibrador
exerce o papel de “limpeza” da reacao retirando o que seria esperado como uma expressao
basal. Exemplos como Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), beta-actina e
Proteina Riboss6mica S18, sdo exemplos de controles endégenos bem estabelecidos e
citados nos trabalhos (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Passados esta etapa, a expressédo do gene de interesse é calibrada com o controle
da reagdo experimental obtendo-se assim o AACt, seguido do calculo 2-22% (Tabela 2).

ACt AACt
Gene _ ACt ACtAlvo — e
Calibrador ~ GeMe Ao CLAO~Cl yegio ACt 2
Calibrador
17.93 22.42 4.49
Controle da
reacao no 4(')3891' 0+0.09 (0.9 1_ 1.1)
experimento 17.97 22.34 4.37 : . .
17.95 22.26 4.31
20.87 19.48 -1.39
Experimento -1.36 = 53.82
Teste 20.91 19.44 -1.47 013 -5,75 +0,13 (49.18 — 58.89)
20.85 19.63 -1.22

Tabela 2. Explicagdo metodologia para quantificagéo relativa baseada no 2- AACt
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Figura 6. Representacao grafica dos resultados apresentados na Tabela 2.

61 CONCLUSAO

O entendimento sobre o DNA e RNA bem como as correlagdes baseadas no
controle da expressao génica permanecem entre 0s principais alvos de estudo na clinica
médica e &reas correlatas. O aprofundamento sobre a genética molecular trouxe avangos
no entendimento sobre sindromes, mutacdes, rastreio genético, desenvolvimento de
doencas, patdégenos etc. As metodologias de estudo baseadas na PCR permanecem
sendo essenciais como ferramenta de estudo e de diagndstico. Nesse sentido, o RT-gPCR
possibilitou a abordagem quantitativa dos dados, por meio da inser¢cao dos fluorocromos,
e tornou os experimentos e testes mais reprodutiveis, com acréscimos metodoldgicos na
sensibilidade, precisdo e acuracia dos testes.
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RESUMO: A surpreendente capacidade do
DNA em armazenar e transmitir informagdes
necessarias para o0 desenvolvimento e
manuten¢do da vida possibilitou a criagédo de
um novo campo de pesquisa denominado de
engenharia genética. Este segmento é totalmente
voltado para o desenvolvimento de tecnologias
capazes de manipular e modificar de maneira
precisa e pontual as informag¢des contidas no
DNA de diversos tipos de organismos. A partir da
descoberta da atividade das enzimas de restricédo
e de outras ferramentas como ZFN, TALEN e
CRISPR, abriu-se um mundo de possibilidades
para se realizar uma edicdo gendmica cada vez
mais precisa.
PALAVRAS-CHAVE:
TALEN; Edicéo génica.

CRISPR-Cas9; ZFN;

GENOME EDITING TOOLS

ABSTRACT: The surprising ability of DNA to
store and transmit information necessary for the
development and maintenance of life, made it
possible to create a new field of research called
genetic engineering. This segment is totally
focused on the development of technologies
capable of manipulating and modifying in a precise
and punctual way the information contained in the
DNA of different types of organisms. From the
discovery of the activity of restriction enzymes and
other tools such as ZFN, TALEN and CRISPR,
opening up a world of possibilities to carry out an
increasingly accurate genomic edition.
KEYWORDS: CRISPR-Cas9; ZFN, TALEN, Genic
edition

11 INTRODUCAO

Em meados de 1970, com a descoberta
das enzimas de restricdo — as quais possuem a
capacidade de clivar regides especificas do DNA
de invasores em bactérias - e de sua juncdo
com outras técnicas, forneceu aos cientistas a
capacidade de manipulacdo e de transferéncia
de fragmentos de DNA para diversos organismos,
dando se inicio a tecnologia do DNArecombinante
(GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013a).

Apartirdesseprimeiropasso,comecaram
a emergir outras técnicas de manipulagdo que
possibilitaram aos cientistas uma maior preciséo,
dentre as quais podemos citar as nucleases de
dedo de zinco (do inglés Zinc Finger Nucelases
— ZFN), nucleases com efetores do tipo ativador
transcricional (do inglés transcription activator-
like effector nucleases — TALENS) e repeticbes
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente
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interespacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats —
CRISPR) conjugadas com uma enzima Cas9, permitindo aos cientistas: realizarem com
maior precisao alteragdes em regides responsaveis pelo desenvolvimento de diversos tipos
de doencas; desenvolvimento de fdrmacos mais precisos e eficazes; criacéo de cultivares
mais eficientes na producéo de alimentos; desenvolvimento de novos biocombustiveis e
outras diversas aplicagdes (GUPTA; MUSUNURU, 2014).

A base de aplicacdo das técnicas de edicdo génica tem como principio gerar uma
quebra na dupla da fita de DNA em uma regido de interesse. Em células de eucariotos essa
quebra pode tomar dois caminhos para ser reparadas que sdo: reparo por jun¢des terminais
ndo homoélogas (do inglés non-homologous end joining - NHEJ) ou reparo por recombinacao
homéloga (do inglés Homologous Recombination - HR). O tipo de reparo que seré realizado
pela célula ap6s a quebra da fita dupla de DNA vai depender muito da fase do ciclo celular
que a célula esta. O reparo por NHEJ tem seu ponto de ocorréncia durante a fase G1 do
ciclo celular, ja o reparo por HR tem seu ponto de ocorréncia no final da fase S até o final
da fase G2 do ciclo celular, pois nesse ponto temos uma maior disponibilidade de fita
homoéloga para que seja realizado esse reparo (GUPTA; MUSUNURU, 2014; NEMUDRYI
etal., 2014).

O reparo por NHJE (Figura 1) ocorre de forma aleatéria e tem uma eficiente juncéo
da quebra realizada. Entretanto, esse reparo muitas vezes pode gerar perda de informacao
naquela regido devido a frequentes ocorréncias de inser¢cdo ou dele¢cdes (INDEL) de
nucleotideos. Desta maneira, pode causar a inativagdo por completo de um gene devido a
formacao de um mRNA que sera degradado ou de uma proteina truncada causada por uma
traducdo de um mRNA sem sentido. Esse tipo de reparo muito vezes € desejado para gerar
um gene knockout ou o silenciamento da regido especifica do genoma que se pretende
estudar (JOUNG; SANDER, 2013).

O reparo por HR (Figura 1) é um tipo mais complexo para se reparar a quebra
na fita dupla de DNA, pois ele s6 sera realizado mediante a presenca de uma fita
homologa. Para induzir esse tipo de reparo é inserido na célula, em conjunto com a técnica
selecionada para edi¢cdo génica, um DNA doador ao qual contém a regido de interesse
que o pesquisador queira inserir no genoma do receptor. Esse tipo de abordagem muitas
vezes é utilizado para se corrigir uma regido com erros na sequéncia do DNA causadoras
de doengas, corrigindo desta forma a funcao normal do gene. Também pode ser utilizado
para inserir um gene de interesse para que a célula exergca uma nova fungéo pretendida,
como no desenvolvimento de novos cultivares, onde caracteristicas de interesse podem ser
inseridas no genoma da planta (MA et al., 2017).
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Figura 1. Duas possiveis vias de reparo de uma clivagem gendmica da dupla fita de DNA,
realizado por meio do uso de técnicas de edigdo. Alternativamente, a ruptura da fita dupla de
DNA pode ser reparada por jungdes terminais ndo homélogas (NHEJ), ao qual leva a mutagoes
no local da clivagem através de insergao ou dele¢éo de pares de bases presente na fita dupla

do DNA. Quando fornecido a célula um DNA doador homdlogo, o reparo podera prosseguir por
recombinagdo homéloga (HDR), onde sera utilizado o doador como modelo.

21 NUCELASE DE DEDO DE ZINCO (ZFN)

Nuclease de dedo de zinco (ZFN) esta presente em 3% do genoma humano e foi
descoberto em 1985 por Miller, enquanto realizava estudos com o Fator de transcricdo
IIA (TFIIA) em oocistos imaturos de Xenopus. Os ZFNs sédo proteinas de fatores de
transcricao formadas por um arranjo de motivos em tandem, onde cada motivo do dedo de
zinco contém aproximadamente 30 amino acidos arranjados em uma estrutura beta-beta-
alfa. Cada folha B anti-paralelas contém dois residuos de Cisteinas e duas Histidinas na
subunidade alfa-hélice, ligadas e estabilizadas por um zinco (Cys2 - Zn - His2) (Figura 2).
A regido alfa-hélice de cada dedo de zinco possui sequéncias especificas de aminoacidos
capazes de reconhecer e se ligar com fidelidade a trés pares de bases do DNA (URNOV et
al., 2010; CARROLL, 2011).



Figure 2. Representacdo esquematica da proteina de dedo de zinco (ZFP) (Modificado de
Thomas Splettstoesse. Wikipedia ).

A primeira aplicagdo pratica utilizando dedo zinco foi realizada em 1994, a
partir de um estudo realizado in vitro por Cho e colaboradores, capaz de reconhecer e
inibir a transcricdo do oncogene bcr-abl. Esse oncogene € denominado de cromossomo
Filadélfia, formado a partir da translocagéo entre o cromossomo 9 e 22, capaz de levar
a uma divisao desordenada das células, causando a leucemia melodie cronica. Esse
importante feito abriu caminho para a criagcéo das primeiras empresas de biotecnologia - a
Sangamo BioSciences na California e Gendag Ltda no Reino Unido com intuito de explorar
e desenvolver nova tecnologia para o uso terapéutico (JAMIESON; MILLER; PABO, 2003;
CHANDRASEGARAN, 2017).

Em 1996 Chandrasegaran junto com sua equipe conseguiram desenvolver a
primeira endonuclease de restricdo quimérica com capacidade de gerar uma quebra
dupla da fita de DNA (do inglés Double-Stranded Break — DSB) em um local especifico
in vitro, a partir da fusdo da proteina de dedo de zinco com um dominio de clivagem
ndo especifico FOK | (dominio catalitico presente na Flavobacterium okeanokoites)
(Figura 3). O desenvolvimento da ZFN foi uma divisora agua para os futuros trabalhos de
engenharia genética, pois facilitou a criagdo de modelos knockout para estudos de doenca;
possibilitou a insercdo de gene doadores ao genoma do receptor, como a inser¢ao de uma
proteina marcadora que emite fluorescéncia verde, reparo de regides responsaveis pelo
desenvolvimento e doencgas ou até mesmo regular a expressao de genes especificos; além
de possibilitar a producdo de novas cultivares pela eliminacdo ou adicdo de novos genes
para aumento da produgcdo (CHANDRASEGARAN, 1996; KLUG, 2010).
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Figura 3. Cada nuclease de dedo de zinco (ZFN) consiste de dominios protéicos que
reconhecem sequéncias especificas de trés nucleotideos do DNA. Na ponta de cada dedo de
zinco encontra-se um dominio de clivagem composta por uma nucelase FOK | que quando
unidas causa o corte abrupto na fita dupla de DNA.

Um dos mais importantes estudos conduzindo ZFN com intuito terapéutico aplicavel
em humanos foi a delecado do gene CCR5 em linfocitos T de portadores do virus HIV. Sabe-
se que o gene CCR5 é responsavel por gerar um co-receptor que facilita a infec¢éo do virus
HIV em linfocitos T. A partir desses dados, os cientistas realizaram os primeiros estudos
com linfécitos CD4+ T in vitro, ao qual inativaram o gene CCR5 através do desenvolvimento
de um ZFN especifico e, ap6s a modificacdo, inseriram as células em camundongos
infectados com virus do HIV. Foi observado que os camundongos que receberam as
células modificadas possuiam uma baixa carga viral quando comparado com os selvagens.
Esse estudo foi deu inicio a um teste clinicos em humanos e para o desenvolvimento de
uma nova terapia para o virus causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(PEREZ et al., 2008).

O processo de edicdo génica realizada por ZFN s&o realizados através da
introducdo de duas nucleases, cada uma compostas de 3 a 9 dedos de zinco conjugadas
com um dominio de clivagem FOK I/, cada uma ZFN com sua capacidade de reconhecimento
de 9 a 18 pares de base presentes no DNA (PEREZ et al., 2012).

Outros tipos de proteinas de dedo de zinco com diferentes dominios funcionais
foram desenvolvidas para abordagens mais especificas. Essas ZFP s&o conjugadas
com dominios que ndo tem atividade de gerar quebra na fita dupla de DNA, mas sim
com fatores que causam a repressédo de promotores génicos, realizam a modificacdo da
cromatina, realizam o controle da expressdo génica por meio de ligantes especificos ou
ativam constantemente a expressdo do gene de interesse ou podem realizar a metilagdo
de regides especificas do DNA (URNOQV et al., 2010; PEREZ et al., 2012).

Um ponto importante em relagcdo ao uso da técnica de edicao génica por ZFN,
sd0 as vantagens e a limitagdo para seu uso. Como vantagens pode se destacar que
€ uma técnica que ndo tem risco de ser incorporada no genoma, devido a utilizar uma
proteina durante a fase de edi¢do. Outro ponto € o baixo ponto de off-targets, ou seja,
pontos de acédo da nuclease que estao fora do alvo génico pretendido, ja que possui uma
alta especificidade de ligagédo a regiao ao qual foi desenhada. Além disso essa técnica
de edicado genica pode se trabalhada em qualquer tipo de célula. Como pontos negativos
pode se ressaltar principalmente a dificuldade de desenvolvimento, pois 0 processo de
construgdo demanda tempo uma complexa engenharia na hora de desenhar. Além disso
vocé soO pode atingir um alvo de interesse de cada vez, ndo podendo realizar a modificacéo
em varios alvos ao mesmo tempo, por fim ela € uma técnica que ainda possui um baixo



grau de eficiéncia (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013a).

31 NUCLEASES COM EFETORES DO TIPO ATIVADOR TRANSCRICIONAL
(TALEN)

Atécnica de edigdo génica baseada em TALEN surgiu como uma opgéo alternativa ao
uso de ZFN, apesar das duas técnicas compartilharem similaridades, como ser conjugada
com uma nuclease ndo especifica a FOK I. Os efetores do tipo ativador transcricional
(TALEs), sdo proteinas secretadas pela Xanthomona spp., uma bactéria fitopatogénica
causadora da ferrugem bacteriana, que invade células de plantas, alterando a expresséao
génica da mesma. Os TALEs sdao compostos por uma regiao C-terminal onde encontramos
uma porgao ao qual é um sinal de localizagdo nuclear (NLS). Em conjunto com essa porgéao
encontra-se um dominio de ativagéo (AD), ao qual tem como fungao ativar constitutivamente
a transcricdo da célula hospedeira. A parte mais complexa de TALE possui uma por¢éo
modular composta por 10 a 30 repeticbes, cada uma com aproximadamente 33 a 35
repeticoes de aminoacidos, denominado de repeticdes variaveis diresiduos (RVS). Na
posicéo 12-13 das RVS encontram-se os aminoacidos variavéis responsaveis por realizar
o reconhecimento e a ligag@o aos nucleotideos do DNA do hospedeiro, ou seja, sequéncias
de aminoéacidos presentes nessa regiao como Asn e lle (NI) se ligam a base adenina (A),
Asn e Gly (NG) se ligam a base guanina (G), duas Asn (NN) ira se ligar a guanina (G) ou
adenina (A) e His and Asp (HD) iréo se ligar a citosina (C) (Figura 4) (JOUNG; SANDER,
2013; NEMUDRY!I et al., 2014)
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Figura 4. Estrutura esquematica de TALEN com seus dominios de repeti¢do e o dominio
de clivagem composto pela nuclease FOK |. Cada repeticdo TALE é constituida por 34
aminoacidos, onde os aminoacidos presentes nas posicoes 12 e 13, denominados de

repeticdes variaveis diresiduos (RVDs), determinam a especificidade de ligacédo a bases

presentes no DNA.

Atécnica de TALEN vem sendo amplamente utilizada nas areas de desenvolvimento
de terapias humanas e agraria. No desenvolvimento de terapias humanas foi desenvolvido
com TALEN a inativacdo do gene CCR5, o mesmo objetivo citado anterior realizado
com ZFN. Outro interessante projeto é o desenvolvimento de células de defesa UCARTs
(Universal Chimeric Antigen Receptor T-cells products), que séo células T de defesa
provenientes de um doador saudavel modificadas in vitro e inserida no paciente refratarios
aos medicamentos disponiveis contra o cancer. A modificacdo realizada nessas células



provocam capacidade de reconhecimento e eliminagdo das células do cancer (KUSANO
et al., 2016).

Na area agraria podemos citar o desenvolvimento de uma cultivar de arroz resistente
a ataque de Xanthomona spp., onde TALEN foi utilizado para inativar a regido génica de
ligacdo de TALE, inibindo dessa forma as perdas de produg¢do causada pela ferrugem
bacteriana (NEMUDRYI et al., 2014).

Outro projeto interessante utilizando a tecnologia de TALEN foi desenvolvido pela
empresa Recombinectis (Minnesota — EUA), em que dois machos mesticos de racga leiteiros
mochos ndo desenvolviam chifres ao longo do seu crescimento, evitando dessa forma um
processo doloroso para o gado de descorna. O processo de edicdo génica se deu a partir
de uma célula doadora de um macho de vaca leiteira com presenca de chifres e um alelo
doador céltico da raga Angus, ao qual ndo apresenta chifre. Dessa forma, utilizou-se a
tecnologia de TALEN em que a regido do genoma responsavel por produzir os chifres foi
cortada e inserida no lugar o alelo céltico dominante. Por fim, foram selecionadas as células
que sofreram a modificacdo desejada e clonadas a partir da transferéncia de nucleo, para
assim, criar o embrido que seria transplantado na vaca aceptora, gerando com sucesso
bezerros sem chifres. Entretanto, o projeto ndo teve sucesso. A agéncia regulatoria de
alimentos e medicamentos (FDA) dos Estados Unidos da América considerou o animal
transgénico e teve sua comercializagdo proibida em 2019, ja que parte do plasmideo
utilizado para entregar o alelo céltico foi integrada ao genoma dos bezerros (ZHANG et al.,
2013; CHAUDHARY; PRATAP; SHARMA, 2016; LI et al., 2020).

O processo de edicdo génica realizada por TALEN é bem parecido com o de ZFN,
devido introdugéo de duas quimeras nucleases proteicas na célula alvo. TALEN pode ser
desenvolvida para reconhecer de 12 a 20 pares de bases. Além disso pode ser substituido a
nucelase FOK I por outro dominios funcionais como as citadas em ZFN (JOUNG; SANDER,
2013).

As vantagens de utilizar a técnica de edicao génica por TALEN esté na forma mais
facil de desenhar e projetar, além de apresentar um baixo efeito de off-target e citotoxicidade
quando comparado com a técnica de ZFN. Além disso, TALEN possui uma taxa de 96% de
afinidade com a regido ao qual foi projetada para se ligar. As desvantagens estao na baixa
eficiéncia em regides de alta metilagdo do DNA, um custo elevado para se projetar e requer
um processo metodologico de clonagem complexo (CHAUDHARY; PRATAP; SHARMA,
2016).

41 CRISPR-CAS9

Observado pela primeira vez no genoma de E. coli por Ishino em 1987, batizada em
2002 por Mujica com 0 nome de repeticdes palindrOmicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
— CRISPR), s6 em 2007 foi descoberta a sua fungdo como um sistema de defesa de
bactérias contra virus invasores por Philippe Horvath e colaboradores. A infecgdo viral em
bactéria muitas vezes leva a morte do hospedeiro, mas algumas bactérias que conseguem
sobreviver a esse ataque integram ao seu DNA denominada de “CRISPR locus” o material



genético do invasor. Assim, quando essa bactéria € novamente infectada pelo mesmo
virus, é ativada a transcricdo da regido genémica responsavel pela formagéo do complexo
entre o RNA guia que ird reconhecer o DNA invasor e endonucelase Cas9 ao qual tem a
capacidade de clivar o DNA invasor, evitando que ele infecte a bactéria e cause a morte ou
danos & mesma (BARRANGOU; HORVATH, 2017).

No ano de 2012 as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna,
conseguem criar um RNA guia sintético capaz de guiar a Cas9 para regides desejadas,
conseguindo aperfeicoar e simplificar o método de producdo de CRISPR/Cas9. Nesse
mesmo ano foi registrado o pedido de patente nos EUA para CRISPR/Cas9 como nova
forma de edicdo génica. Quase ao mesmo tempo o pesquisador Feng Zhang (Instituto
Broad) e George Church (Universidade de Harvard), também registraram pedido de
patente, onde o processo de autoria e patente se arrasta até hoje na justica (JINEK et al.,
2012; PICKAR-OLIVER; GERSBACH, 2019).

Um fato interessante de se observar em relacao a producgéao cientifica sobre CRISP/
Cas9, é que de 2002 - ano em que Mujica deu nome a essa regido - até a o ano de 2013-
apos inicio da briga pela patente — apenas 29 estudos foram publicados. De 2013 a 2019 o
namero de publicacdes saltou para 3.221 publicacdes, com a China liderando as pesquisas
com relacdo a utilizagdo dessa técnica na edicdo génica (PICKAR-OLIVER; GERSBACH,
2019).

Estudos voltados para edigdo génica de mamiferos tiveram adaptacoes e testes em
células humanas foram realizadas por Feng Zhang em 2013. A partir desse estudo, Jiahao
Sha em conjunto com outros pesquisadores na universidade da China, conseguiram em
2014 gerar macacos com modificacdes de genes gerados por CRISPR/Cas9. Um grande
avanco na area médica foi possivel e revelado em 2015, quando Church conseguiu eliminar
do genoma de suinos 62 retrovirus (PERVS) com potencial patogénico a humanos. Esse
estudo foi recebido com bastante impacto pelo meio cientifico, pois abriu as portas para
aprimorar o xenotranplante de érgdo em humanos, com grande possibilidade de diminuir a
espera por um Orgao na fila de transplante.

No ano de 2016, You Lu da universidade Schian na China tiveram sucesso a
desativacéo do gene PD-1 de células T, estimulado as mesmas a combaterem células
de cancer de pulméao de pacientes refratarios aos tratamentos disponiveis. Em 2017, Ha
Youn Shin, em conjunto com outros pesquisadores do Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unido, conseguiram identificar que a técnica de CRISPR/Cas9 pode causar
efeitos off-targets fora do alvo de estudo. No mesmo ano um feito inédito realizado por
Shoukhrat Mitalipov em conjunto com sua equipe na Universidade de Saude e Ciéncia do
Oregon, conseguiram reparar com sucesso uma mutacdo do gene MYBPC3 causador da
cardiomiopatia hipertréfica em embrides inviaveis, abrindo as portas para novos estudos
com doencas geneticamente herdaveis (MA et al., 2017; SCHAEFER et al., 2017).

Em resumo, muitos avangos na pesquisa utilizaram como técnica CRISP/Cas9.
Entretanto, pouco se discutia sobre a ética da utilizagdo das técnicas de edicdo génica em
embrides viaveis e até que ponto a ciéncia pode interferir no processo natural da vida ou na
geragédo de individuos dotados de capacidades ou habilidades por meio de modificagbes
genéticas.



Em novembro de 2018 o pesquisador He Jiankui da Universidade de Ciéncia e
tecnologia do Sul da China veio a publico anunciar que tinha gerado gémeas geneticamente
modificadas por CRISP/Cas9. A modificagéo realizada por ele foi o silenciamento do gene
CCR5 nos embrides, ao qual gera um receptor responsavel por facilitar a infecgdo pelo
virus HIV. He Jiankui foi julgado e condenado a trés anos de prisdo por exercicio ilegal da
medicina na China, a pagar multa de US$430,000, além de ter sido banido da comunidade
cientifica (LU et al., ; THURTLE-SCHMIDT; LO, 2018; PICKAR-OLIVER; GERSBACH,
2019).

A técnica de CRISPR/Cas9 é vista como revolucionaria no cenério da edicdo
génica devido ao seu baixo custo, sua versatilidade e facilidade de desenvolvimento
quando comparada com ZFN e TALEN. CRISPR/Ca9 é composta por um RNA guia de
aproximadamente 23 nucleotideos, dentre eles trés nucleotideos iniciais que se denomina
motivo PAM (Protospacer Adaptor Motif), responsaveis por reconhecer a regido de interesse
do DNA e permitir o anelamento dos outros 20 nucleotideos presentes no RNA guia. Em
conjunto com RNA guia ha uma Cas9 com duas subunidades cataliticas (RuvC1 e HNH),
responsavel por realizar o corte na fita dupla do DNA (Figura 5).

Apo6s a descoberta de CRISPR/Cas9, diversas outras variantes foram desenvolvidas
para finalidades especificas de edigdo génica, repressao ou ativagédo de regides do genoma,
em que cada modelo vai depender do objetivo do seu estudo (LU et al., ; GAJ; GERSBACH;
BARBAS, 2013b; BARRANGOU; HORVATH, 2017).

Figura 5. Estrutura esquematica de CRISPR-Cas9 ao qual é orientado por uma fita guia de
RNA (gRNA) e um protospacer de motivo adjacente (PAM), responsavel por direcionar sua
especificidade, devido sua complementariedade e emparelhamento complementar com uma
sequéncia alvo presente no DNA. Ao realizar o emparelhamento dois dominios cataliticos,
RuvC e HNH, realizam a quebra da fita dupla de DNA.

As vantagens de usar CRISPR/Cas9 ou qualquer outra variante estdo no seu
baixo custo para desenvolvimento, alta eficiéncia para realizacdo de edi¢cdes génicas,



possibilidade de se realizar diversas modificagbes génicas ao mesmo tempo, 0 que nédo
€ possivel utilizando ZFN e TALEN, além de ter sido testado com sucesso em diversos
tipos de células. Como desvantagens estado na limitagdo na disponibilidade para regiao de
reconhecimento de PAM (ADLI, 2018).

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

O emprego de diferentes técnicas de edigdo génica vem gerando um avango no
meio cientifico, seja na possibilidade de desenvolvimento de novas terapias para doencgas
que afetam os seres humanos, seja no desenvolvimento de bases mais eficientes na
agricultura, com novas cultivares mais eficientes na produgéo de alimentos, resisténcias a
pragas e na diminuicdo de uso de defensivos agricolas, além de possibilitar a criacédo de
animais com caracteristicas desejadas, ndo precisando passar pelo demorado processo de
selecéo classica das caracteristicas desejadas através de diversos cruzamento.

Além disso, levanta uma discussao ética de até onde a pesquisa pode prosseguir,
sem ser utilizada para carater extremamente exclusiva de interesse de apenas uma
minoria, como a realizacdo de melhoramento genético humano, selecao de caracteristicas
vistas como padrbes aceitaveis, ou até mesmo para criagcdo de verdadeiras maquinas de
guerra ou novas armas quimicas. Toda nova tecnologia sempre sera bem-vinda, quando
for para alimentar o bem comum de todos e sempre respeitando a liberdade de escolha de
cada individuo.

REFERENCIAS

ADLI, M. The CRISPR tool kit for genome editing and beyond. Nature Communications, v. 9, n. 1,
2018.

BARRANGOU, R.; HORVATH, P. A decade of discovery : CRISPR functions and applications.
Nature Publishing Group, v. 2, n. June, p. 1-9, 2017.

CARROLL, D. Genome Engineering With Zinc-Finger Nucleases. Genetics, v. 188, n. August, p.
773-782, 2011.

CHANDRASEGARAN, S. Hybrid restriction enzymes: Zinc finger fusions to Fok | cleavage
domain. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 93, n.
February, p. 1156-1160, 1996.

CHANDRASEGARAN, S. Recent advances in the use of ZFN-mediated gene editing for human
gene therapy. Cell and Gene Therapy Insights, v. 3, n. 1, p. 33—-41, 2017.

CHAUDHARY, K.; PRATAP, D.; SHARMA, P. K. Transcription activator-like effector nucleases (
TALENSs ): An efficient tool for plant genome editing. Engineering in Life Sciences, p. 330-337,
2016.

GAJ, T.; GERSBACH, C. A.; BARBAS, C. F. ZFN, TALEN, and CRISPR/Cas-based methods for
genome engineering. Trends in Biotechnology, v. 31, n. 7, p. 397-405, 2013a.

Capitulo 6




GAJ, T.; GERSBACH, C. A.; BARBAS, C. F. ZFN, TALEN, and CRISPR/Cas-based methods for
genome engineering. Trends in Biotechnology, v. 31, n. 7, p. 397405, jul. 2013b..

GUPTA, R. M.; MUSUNURU, K. Expanding the genetic editing tool kit : ZFNs , TALENs , and
CRISPR-Cas9. Journal of Clinical Investigation, v. 124, n. 10, 2014.

JAMIESON, A. C.; MILLER, J. C.; PABO, C. O. Drug discovery with engineered zinc-finger proteins.
Nature Reviews Drug Discovery, v. 2, p. 14-20, 2003.

JINEK, M. et al. A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial
Immunity. Science, v. 337, n. 6096, p. 816-822, 2012.

JOUNG, J. K.; SANDER, J. D. TALENSs: a widely applicable technology for targeted genome
editing. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 14, n. 1, p. 49-55, 2013..

KLUG, A. The Discovery of Zinc Fingers and Their Applications in Gene Regulation and Genome
Manipulation. Quarterly Reviews of Biophysics, v. 43, n. 1, p. 1-21, 2010.

KUSANO, H. et al. A simple Gateway-assisted construction system of TALEN genes for plant
genome editing. Nature Publishing Group, n. July, p. 1-7, 2016.

LI, H. et al. Applications of genome editing technology in the targeted therapy of human
diseases: mechanisms, advances and prospects. Signal Transduction and Targeted Therapy, v. 5,
2020.

LU, Y. et al. Safety and feasibility of CRISPR-edited T cells in patients with refractory non-small-
cell lung cancer. Nature Medicine, v. 26, p. 732-740, 2020.

MA, H. et al. Article Correction of a pathogenic gene mutation in human embryos. Nature, v. 548,
p. 413-419, 2017.

NEMUDRYI, A. A. et al. TALEN and CRISPR / Cas Genome Editing Systems: Tools of Discovery.
Acta Naturae, v. 3, n. 22, p. 19-40, 2014.

PEREZ, E. E. et al. Establishment of HIV-1 resistance in CD4+ T cells by genome editing using
zinc-finger nucleases. Nature Biotechnology, v. 26, n. 7, p. 808—-816, 29 jul. 2008.

PEREZ, E. E. et al. Editing Using Zinc-Finger Nucleases. Nat Biotechnol, v. 26, n. 7, p. 808-816,
2012.

PICKAR-OLIVER, A.; GERSBACH, C. A. The next generation of CRISPR-Cas technologies and
applications. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 20, n. 8, p. 490-507, 2019.

SCHAEFER, K. A. et al. Unexpected mutations after CRISPR-Cas9 editing in vivo. Nature Methods,
v. 14, p. 547-548, 2017.

THURTLE-SCHMIDT, D. M.; LO, T. W. Molecular biology at the cutting edge: A review on CRISPR/
CAS9 gene editing for undergraduates. Biochemistry and Molecular Biology Education, v. 46, n. 2, p.
195-205, 2018.

URNOQV, F. D. et al. Genome editing with engineered zinc finger nucleases. Nature, v. 11, n. 9, p.
636-646, 2010.



CAPITULO 7

EXPRESSAO HETEROLOGA DE PROTEINAS

Data de aceite: 10/05/2021
Data de submissédo: 13/04/2021

Karolinni Bianchi Britto

Universidade Federal do Espirito Santo
Vitéria - ES
http://lattes.cnpq.br/3604508015056223

Greiciane Gaburro Paneto
Universidade Federal do Espirito Santo
Alegre - ES
http://lattes.cnpq.br/8176374147579841

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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