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A engenharia genéticae a
biotecnologia moderna

A tecnologia do DNA recombinante
possibilita a obten¢ao de organismos
com caracteristicas novas ou nado encon-
tradas na natureza, o que permite uma
nova alternativa para o melhoramento
genético de espécies de valor
biotecnolégico. Desse modo, células de
bactérias, leveduras e mesmo eucariontes
superiores como plantas podem ser pro-
gramadas com genes exdgenos, abrindo
a perspectiva de producio nestes orga-
nismos de polipeptideos de interesse,
como o interferon, o hormonio de cres-
cimento, a insulina entre outros. A utili-
72a¢ao de microrganismos
“engenheirados”, capazes de sintetizar
proteinas em grande quantidade, apre-
senta, sob o ponto de vista econémico,
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Figura 1: Estrutura da insulina humana: pré-insulina
(cadeias B, C e A) e insulina (cadeias B e A). Setas
pretas indicam o ponto de clivagem para a retirada da
cadeia C da pré-insulina, originando a insulina ativa.
Cadeia B, em rosa, cadeia C, em azul, e cadeia A, em

amarelo

uma vantagem consideravel em relacio
aos processos classicos de producio.

A extracdo de proteinas eucarioticas,
como a insulina, requer grandes quanti-
dades de matéria-prima (pancreas suino
e bovino), que nem sempre estio dispo-
niveis e sio, geralmente, de elevado
custo. Isso torna o processo extrativo
cada vez mais oneroso. Nesse contexto,
o emprego de técnicas mais eficientes,
como a do DNA recombinante, abriu
novas perspectivas de producio.

Diabetes mellitus

O diabetes mellitus ¢ um grupo de
doencas causadas pela deficiéncia na
secrecao ou na acao do hormdnio pan-
credtico insulina, o que produz profun-
das anormalidades no metabolismo. Ha
duas classes principais de diabetes: o

juvenil e o adulto. No

primeiro, a doenca
3. comeca cedo, tornan-
# do-se severa e, no
~ altimo, é lento para
se desenvolver, mo-
derado e,
freqientemente, nao
reconhecido.

Os sintomas ca-
racteristicos do dia-
betes sao sede exces-
siva e frequente mic-
cao, levando a
injestao de grandes
volumes de dgua. Es-
sasalteracoes sao de-
vidas a excrecao de
grandes quantidades
de glicose na urina
(glicostria). O gran-
de volume de urina
no diabetes reflete a
necessidade do rim
de excretar uma cer-
ta quantidade de
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A producdo de insulina humana por

ENGENHARIA GENETICA

Bactéria transgénica produz insulina humana

agua junto com a glicose, pois a capacida-
de do rim de concentrar os solutos na urina
tem um limite maximo. Outro sintoma € o
nivel da glicose sanguinea e como € a
resposta a ingestdo da glicose. Quando a
concentrag¢ao da glicose no sangue € signi-
ficativamente alta é chamada de
hiperglicemia.

O pH do plasma sanguineo de pessoas
severamente diabéticas é freqiientemente
menor que o valor normal 7,4, condicao
esta chamada de acidose. E causada pela
superproducio de 4dcidos metabdlicos e o
pH do sangue pode cair a 6,8 ou abaixo, e
levar a lesoes irreparaveis nos tecidos, e a
morte. Esse aumento da acidez é um
indicativo de alteracoes profundas no ba-
lanco acido-base do organismo. A acidez
aumentada é devido a extensa formacao de
corpos cetdnicos no figado e a sua libera-
¢ao no sangue. Como os tecidos nao con-
seguem utilizar a glicose sanguinea, o
figado tenta compensar essa deficiéncia
aumentando a utilizacao dos dcidos graxos
como combustivel, mas isso provoca a
superproducio de corpos cetdnicos, além
da capacidade dos tecidos em oxida-los. A
atividade de glicoquinase estd diminuida
no diabetes ji que € a insulina que estimula
a biossintese dessa enzima. Como conse-
qliéncia, forma-se pouco glicogénio. Como
os carboidratos nao estdao sendo utilizados,
as proteinas do organismo siao usadas
como combustiveis. Os aminodcidos so-
frem perda dos seus grupos amino e os
acetodcidos formados podem sofrer oxida-
cao em dioxido de carbono e agua, em
parte pela via do ciclo do acido citrico.

A administracao de insulina para corri-
gir a deficiéncia enddcrina e a administra-
¢ao de bicarbonato de sédio para corrigir a
perda, tanto do sédio como da capacidade
do tampao bicarbonato, podem trazer toda
a quimica do organismo de volta para um
balanco quase normal dentro de 12 a 24
horas. Para seguir o curso de tal tratamento,
as dosagens de glicose, pH e CO2 sangui-
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conhecidos como Ilhotas
de Langerhans. Essas estio
dispersas pelo pancreas de
muitos vertebrados superi-
ores, constituindo cerca de
1% da massa do orgao (Steiner et al.,
1985). A insulina tem sido isolada de
uma grande variedade de espécies de
vertebrados, sendo que, em todas elas, a
molécula é composta de duas cadeias
polipeptidicas (A e B) ligadas por pontes
dissulfidricas.

A insulina humana, como muitos
hormonios protéicos, € sintetizada como
uma proteina precursora maior, seguida
de uma clivagem proteolitica, para gerar
0 hormdnio ativo (Wang & Tsou, 1991).
Desse modo, a insulina é produzida sob
aforma de um Ginico polipeptideo, a pré-
pré-insulina, com uma cadeia de 110
aminodcidos. Os vinte e quatro primei-
ros aminodcidos formam o peptideo
sinal ou sequiéncia pré da proteina e tém
a funcao de facilitar a entrada da mesma
no reticulo endoperiplasmatico. Durante
esse processo, o peptideo sinal € separa-
do da proteina, resultando na formacio
da pré-insulina (figura 1). Essa molécula
resultante, na qual as cadeias A (21
aminodcidos) e B (30 aminoacidos) es-
tao ligadas pelo peptideo conectante C
(35 aminodcidos), é a precursora da
insulina. Ela adquire sua conformacio
com a formacao de duas pontes
dissulfidricas e é transportada para o
aparelho de Golgi, onde vai ser empaco-
tada em granulos de estoque. Durante a
formacao e maturacao dos granulos
secretérios, a pro-insulina € clivada por
enzimas proteoliticas do tipo da tripsina,
resultando na liberacao do peptideo C.
Desse modo, as duas cadeias A e B estao
ligadas entre si por pontes dissulfidricas,
tendo uma outra ponte interna na cadeia
A, formando a molécula de insulina
(figura 1) (Steiner et al., 1985).

insulina
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Comparagio entre a sequiéncia nucleotidica do
gene sintético (Ec gene) e do cDNA para a pro-insulina
humana (Hs ¢cDNA). Protein: sequiéncia protéica da pro-

Construciao do gene sintético
para a insulina humana

Dentre as virias maneiras pelas quais
um gene eucaritico pode ser obtido
para a expressiao em procariotos, a sin-
tese quimica oferece as seguintes vanta-
gens: fornece diretamente a seqiiéncia
exata desejada; as sequéncias
codificadoras e niao codificadoras po-
dem ser desenhadas para a expressio
procaridtica; sitios de restricio podem
ser removidos ou adicionados, introns
retirados; ndo ha necessidade da etapa
de isolamento do mRNA ou DNA
gendmico e permite a alteracio do gene
de forma mais simples.

Desse modo, a constru¢io do gene
sintético para a pré-insulina humana foi
iniciada a partir da sequéncia de
aminodcidos dessa proteina descrita por
Sures et al. (1980). Utilizando-se os
codons genéticos preferenciais para
Escherichia coli (De Boer & Katelein,
1986) para a otimizacao da expressio do
gene nessa bactéria, foi montado um
gene codificando a proteina humana. A
figura 2 mostra a comparacao da se-
quiéncia de bases na fase de leitura do
cDNA da pré-insulina humana (Bell et
al., 1979; Sures et al., 1980) com o gene
sintético montado nesse trabalho. Esse
gene contém 18,6 % de bases substitui-
das, sendo 16,27 %, na terceira base, 1,16
%, na segunda base, e 1,16 %, na primei-
ra base dos cédons. Nenhuma das mo-
dificacoes feitas nos cédons alterou o
aminodcido de correspondéncia. Apos
andlise computacional, a presenca de
seqiiéncias repetitivas, diretas ou inver-
sas, maiores do que oito nucleotideos
nao foi encontrada, evitando assim uma
possivel estrutura secundaria local

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n® 23 - novembro/dezembro 2001

GCT CTIC AR
‘s ¢ s indesejada nos mRNAs
transcritos a serem produ-
AAG ADC EZ . .
& zidos a partir destes genes,
g r 1w o que poderia afetar sua
€Xpressao.
e SoC 16 .
1 Para  facilitar a
» & 4=  clonagem, esse gene sinté-
GRG coc igs  UCO para a pro—.msuhna
T humana foi predito con-
E & #  tendo um sitio para a
R w5 enzima de restricio Eco RI
. .. no inicio do gene, seguido
=T "™ de um cédon para
ke He eokm  Metionina (ATG), da re-
Ez g=s8 030 codante para a cadeia
an peo tadn
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nesta ordem, do cédon de
término (TAA), e finalmen-
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de restricio Bam HI. Ou-
tros sitios para enzimas de
restricio foram adiciona-
dos internamente no gene de modo a
facilitar modificacdes posteriores.

Ap0s a definicao da estrutura do gene
sintético, foi realizada a sua montagem
conforme a estratégia mostrada na figura
3. Quatro oligonucleotideos foram sinteti-
zados para a cadeia B, quatro para a
cadeia C e dois para a cadeia A. Esses
oligos foram anelados em pares para a
formacio da fita dupla de DNA e foram
ligados entre si, em duas etapas. Na
primeira, foram montadas as cadeias B e
C e, na segunda, montado o gene da pré-
insulina, sendo que nesta ordem: cadeia
B, C e A. Esse gene foi clonado em um
vetor para a realiza¢io do sequienciamento
de DNA e a confirmacio da seqiiéncia
nucleotidica correta do gene.

Construc¢io de um vetor de
hiper-expressao para E. coli

Nos altimos anos, muitos vetores para
E. colitém sido construidos com diversas
finalidades, entre essas, a clonagem de
c¢DNAs, de fragmentos de DNA amplifica-
dos por PCR, transcricio in vitro e para a
expressao e producdo de proteinas
heter6logas. Para cada finalidade, o vetor
tera que apresentar determinadas caracte-
risticas para otimizar sua utilizacio. Desse
modo, para a constru¢ao de um sistema
de expressao de proteinas em E. coli, seis
elementos basicos sao necessirios:

-uma regido necessdria para replica¢io
estavel e controle do nimero de copias;

- um marcador seletivo, como um
gene conferindo resisténcia a antibiético
para a hospedeira;

- um promotor para inicia¢ao da trans-
cricao e seu controle;

- uma regiao terminadora da transcri-
cao;
29
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Figura 3: Estratégia utilizada para a constru¢iao dos genes para a pré-
insulina humana para a expressao na bactéria E. coli

- um sitio de ligacao de ribossomas
para a iniciacdo da tradu¢io em uma
trinca ATG apropriada;

- e uma regiao de sitios apropriados
para enzimas de restricdo, para utiliza-
¢a0 nas clonagens dos genes a serem
expressos.

Seguindo esses requisitos para a cons-
trucao do vetor de expressao pLMT8.5
(figura 4), utilizamos a origem de
replicacao do plasmideo pUCS, o gene
de resisténcia a tetraciclina do plasmideo
RP4, o promotor pL isolado do fago
Lambda, a regiao Shine Dalgarno sinté-
tica do fago T7, terminador de transcri-
¢ao Rho-independente sintético, e uma
regiao de multiplos sitios Unicos para
enzimas de restricio (figura 4).

Para a regiao de replicacdo estivel e
de controle do nimero de copias do
plasmideo foi escolhida a origem de
replicacdo do plasmideo pUCS. Essa
origem ¢ derivada do plasmideo pMB1

(ou ColE1) onde mutacoes e delecoes
foram introduzidas de modo a aumentar
o nimero de copias do plasmideo den-
tro da célula. Esses plasmideos podem
estar presentes em mais de 500 copias
por célula.

O gene de resisténcia a tetraciclina
foi escolhido e utilizado porque este
permite que, além da seleciao das bacté-
rias recombinantes, o antibidtico
tetraciclina estara constantemente fazen-
do pressao seletiva durante a fermenta-
¢a0. A resisténcia a tetraciclina consiste
de uma proteina que bombeia o antibi-
6tico para fora da célula, nao permitindo
sua atuacao na inibicao da sintese protéica
no interior da bactéria. Isso tem como
conseqiiéncia, em uma fermentagao in-
dustrial, que se utilizem menores quan-
tidades do antibidtico, pois este ndo serd
inativado pela bactéria resistente e estard
constantemente presente na fermenta-
¢d0. Assim, a produtividade no bioreator
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Figura 4: Mapa do
vetor de expressao
pLMT8.5 contruido
para a producao da
pro-insulina humana
em E. coli.

Tet®: gene de
resisténcia a
tetraciclina; ori:
origem de
replicacao; MCS:
regido de sitios
unicos para enzimas
de restricao; pL:
promotor pL; SD:
seqiiéncia Shine-
Dalgarno; e TT:
regido de
terminacao de
transcricao
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nao sera afetada devido ao acimulo de
bactérias sem plasmideos. Esse fendme-
no de acimulo de bactérias sem
plasmideos foi observado por muitos
pesquisadores e é responsavel por difi-
culdades no escalonamento requerido
para a comercializacio de produtos
recombinantes (Kumar et al., 1991).

Para a inicia¢do da transcricao foi
escolhido o promotor pL do bacteriéfago
Lambda. Este é um promotor forte e é
regulado negativamente pelo repressor
codificado pelo gene cI. A muta¢iao
cI857 tornou o repressor sensivel a tem-
peratura, funcional a 28°C e nao funci-
onal a 420C. Assim, a expressio de
sequéncias codantes sob o controle des-
ses promotores e pelo repressor cI857
pode ser ativada simplesmente por uma
mudanca na temperatura da cultura, o
que, principalmente em escala industri-
al, simplifica e barateia o processo.

A partir de um promotor e de um
inicio de transcricao, a RNA polimerase
transcreve o RNA até o reconhecimento
de um sitio de terminacao, que funciona
como um sinal para o término da trans-
cricao. Dois tipos diferentes de
terminadores sao encontrados:
terminadores simples ou Rho-indepen-
dentes e terminadores Rho-dependentes
(dependentes da proteina Rho). Os
terminadores Rho-independentes pos-
suem duas caracteristicas: uma estrutura
em forma de grampo, gerada por
pareamento entre repeticoes invertidas,
contendo uma regido rica em pares G-C
na base do grampo, separadas por uma
curta distancia, e outra, subsequiente da
primeira, que contém uma regido de,
aproximadamente, seis residuos de
uridina no final da unidade. Esses
terminadores parecem ter alguma fun-
¢ao na protecio do mRNA, pela sua
capacidade de formar uma estrutura em
grampo, provavelmente fornecendo uma
barreira contra a acio de uma exonuclease
3’ (Brawerman, 1987), e nao dependem
de um fator protéico, proporcionando
uma efetiva finalizacao da transcricio no
vetor de expressao.

A etapa mais limitante na sintese
protéica € a ligacao dos ribossomas as
moléculas de mRNA. Desde que o nu-
mero de ribosomas na célula exceda a
classe de mensageiros, uma maneira de
aumentar a expressio de um gene
clonado € aumentar o nimero dos trans-
critos correspondentes. Para tal, a ma-
neira mais simples € clonar o gene de
interesse em um plasmideo com grande
numero de copias.

As duas caracteristicas dos mRNAs
de E. coli, que determinam onde e qual
a eficiéncia do processo de reconheci-
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mento ribosoma-mRNA, sao o cédon de
iniciacao, geralmente AUG ou GUG, e a
regido Shine Dalgarno (SD), ou sitio de
ligacao de ribossomas (RBS). Essa regido
é complementar ao final 3> do RNA
ribosomal 16S (Shine & Dalgarno, 1974;
Shultzaberger et al., 2001). O SD tem
tipicamente de trés a seis nucleotideos
de tamanho e estd localizado quatro a
quinze nucleotideos antes do c6don de
iniciacao. Essa regiao tem a funcio de
guiar o ribossoma para o ponto de inicio
correto (Dreyfus, 1988). Olins et al. (1988)
descreveram uma regiao SD a montante
do gene 10 do bacteriofago T7 (g 10-L).
Esse gene codifica para a proteina da
capa, que € a proteina mais sintetizada
ap6s a infeccao do fago T7. Essa regiao
SD possui um grande potencial para
otimizar a eficiéncia da traducio de
genes homologos e heterélogos clonados
em E. coli.

Para facilitar a clonagem de genes
para a expressdo no vetor, uma regido
apropriada de sitios Gnicos para enzimas
de restri¢ao foi adicionada entre a regiao
promotora e o SD, e a regiao terminadora
da transcri¢ao, onde temos o sitio para a
enzima de restricio Ncol contendo o
codon ATG de inicio de tradugao (figura

4).

Producio da
pré-insulina humana

Para a producio da pré-insulina, o
gene sintético da pré-insulina foi
subclonado no vetor de expressio
pLMTS8.5 e o plasmideo recombinante foi
denominado de pPTAL. Esse plasmideo
foi utilizado para a transformac¢iao da
cepa E. coli N4830-1, pois essa possui o
repressor ¢l termossensivel.

A cepa E. coli N4830-1 transformada

Figura 5: Anilise da expressio
em diferentes tempos de inducio
da pré-insulina em E. coli. Gel
desnaturante (SDS-PAGE) a 15%
dos lisados protéicos totais das
culturas, contendo o plasmideo
pLMT8.5 e o plasmideo pPTA1
(pLMTS8.5 + gene da pro-insulina)
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com o plasmideo pPTAl, foi utilizada
para a inducio térmica da Pré-insulina.
Como controle, foi utilizadas cultura da
cepa contendo o plasmideo pLMT8.5
sem o gene clonado. As proteinas
induzidas estio mostradas na figura 5.
Verifica-se a induc¢ao de uma proteina
de, aproximadamente, 10.000 daltons,
que corresponde a Pré-insulina na cultu-
ra do recombinante pPTA1. Essa prote-
ina corresponde a 20% das proteinas
totais da bactéria. Nas amostras com o
plasmideo pLMT8.5, nio observamos
essa proteina induzida. Podemos con-
cluir portanto, que ocorreu uma hiper-
expressao da Pro-insulina a partir do
gene clonado no plasmideo pLMT8.5
construido.

Verificou-se também que ocorreu
formacao de corpos de inclusio da pro-
teina recombinante produzida, o que
auxilia a protecio contra protedlise e
facilita sua purificacao. Eles sio forma-
dos como agregados citoplasmiticos que
podem ser purificados ap6s a lise da
célula, centrifugacao e solubilizacao das
proteinas com, por exemplo, uréia ou
guanidina.

A perspectiva de producdo a partir
dessas bactérias recombinantes, obtidas
nesse trabalho, nas condi¢coes de cultura
utilizadas, € de 1 g de pro-insulina para
cada 17 litros de cultura, com uma den-
sidade celular de 109 células por ml.

Consideracoes finais

Esse trabalho foi realizado dentro do
Projeto “Producao de insulina humana
através de precursores recombinantes
em Escherichia coli’, coordenado pelo
Prof. Spartaco Astolfi Filho, com financi-
amento da Biobrds e PADCT/FINEP,
dentro do Convénio UnB/Biobris. Esse

sistema de producido de insulina estd
patenteado nos Estados Unidos (paten-
tes nos. 6068993, 30/05/2000, e
6281329B1, 28/08/2001) e com pedido
de patente no INPI, Brasil.
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