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SOBRE A AMGEN BIOTECH EXPERIENCE I

A engenharia genética é uma disciplina da biotecnologia que utiliza procedimentos e técnicas especiais para
alterar o DNA de um organismo. Essa habilidade teve um enorme impacto na medicina, porque uma bactéria
geneticamente modificada é capaz de produzir insulina humana (o hormonio responsavel pela regulagao dos
niveis de glicose no sangue) e outros produtos que podem salvar vidas. Estudantes do ensino médio raramente
tém a chance de aprender e praticar os procedimentos e técnicas que sao a base da industria de biotecnologia,
mas, neste programa, vocé tera exatamente essa oportunidade. Conforme vocé trabalha no laboratério e realiza
0s mesmos experimentos que levaram a grandes avancgos na biotecnologia, vai adquirindo experiéncia pratica
na producao de bactérias geneticamente modificadas.

Os procedimentos deste programa foram desenvolvidos com base em uma série de descobertas que resultaram
em avangos importantes na biotecnologia. Alguns dos cientistas pioneiros que fizeram essas descobertas
receberam o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, em 1978, e de Quimica, em 1980 e 1993. (O Prémio Nobel
é a condecoragao mais importante do mundo concedida a cientistas nessas areas.) O trabalho que vocé esta
prestes a fazer é fundamentado nessa ciéncia premiada com o Nobel -uma ciéncia relevante que continuara
desempenhando papel fundamental no desenvolvimento da biotecnologia e da medicina. Vocé seguira os
passos dos muitos cientistas que tracaram e continuam tragando os caminhos da biotecnologia. Ainda existem
muitos avancgos pela frente, e os estudantes que decidirem continuar nessa area poderao contribuir para eles.

Na ciéncia, a habilidade de registrar o que vocé esta fazendo e comunicar seu trabalho é de extrema
importancia. Para comprovar a realizagao de um experimento, seja para replicacao e verificagao por outros
colegas, seja para para solicitar uma patente, vocé precisa ter um registro muito preciso e detalhado do seu
trabalho. Neste programa, vocé registrara cuidadosamente suas anotagdes, ideias, observagdes, resultados e
respostas a perguntas. Para fins cientificos, € importante registrar inclusive seus erros.

Se possivel, utilize um caderno de laboratério com divisérias organizadas com etiquetas adesivas. Como vocé
estara registrando com caneta, serad necessario riscar os erros; uma boa forma de fazer isso é colocando
apenas um “X" na se¢ao que deseja corrigir (para que as anotagoes ainda possam ser lidas) e anotar o motivo
da corregao. Ao seguir essas boas praticas, vocé conseguira aproveitar este programa ao maximo!

O programa Amgen Biotech Experience (anteriormente conhecido como Amgen-Bruce Wallace Biotechnology
Lab Program) teve inicio humilde ha trinta anos com cientistas e educadores visionarios que compartilhavam a
paixao e a motivagao de transmitir seu conhecimento aos estudantes. Bruce Wallace, um dos primeiros
membros da Amgen, queria que todos os estudantes sentissem a alegria de descobrir e a empolgacao de ter a
ciéncia na ponta dos dedos. O desejo de proporcionar um ensino de ciéncias mais aprofundado nas escolas
proximas da sede global da Amgen levou educadores do ensino médio das escolas locais e, posteriormente, um
educador universitdrio, a se envolverem na criagdo de um curriculo e na formagao de educadores em
biotecnologia. O programa cresceu pela propaganda boca a boca e pelo interesse dos educadores,
expandindo-se por outros estados e paises.

Acesse o site da ABE em www.amgenbiotechexperience.com.


http://www.amgenbiotechexperience.com/

























































































































CAPITULO 4A ]
COMO CONFIRMAR QUE VOCE TEM UM

PLASMIDEO RECOMBINANTE
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INTRODUCAO

Quando os cientistas clonam um gene para produzir uma proteina terapéutica humana, eles criam um plasmideo
recombinante que contém o gene humano de interesse. Para isso, sao utilizadas enzimas de restri¢cao para criar
fragmentos de DNA contendo os componentes do plasmideo (Capitulo 2A) e, em seguida, € empregada a DNA
ligase para unir esses fragmentos. Como parte do processo de clonagem, os cientistas precisam verificar
(confirmar) se criaram o plasmideo recombinante desejado, ou seja, aquele que carrega o gene de interesse
(responsavel pela produgao da proteina terapéutica humana) e todos os componentes necessarios para
sintetizar a proteina. Neste capitulo, vocé continuara trabalhando com as ferramentas da engenharia genética
para confirmar se vocé tem o plasmideo recombinante necessario para produzir RFP.

CAPITULO 4A: OBJETIVOS

Ao final deste capitulo, vocé sera capaz de:

+  Descrever a importancia de verificar os produtos criados no processo de engenharia genética.

+  Prever a velocidade relativa dos fragmentos de restricao de DNA e dos plasmideos durante a eletroforese
em gel.

+  Separar e identificar os fragmentos de restrigdo de DNA e plasmideos usando a eletroforese em gel.

~ Vs

Discuta com seu colega as perguntas a seguir e anote suas ideias no caderno. Prepare-se para compartilhar
suas respostas com a turma. Nao se preocupe caso vocé nao saiba todas as respostas. Discutir essas
perguntas ajudara vocé a refletir sobre seus conhecimentos de eletroforese em gel e verificagao no laboratério.

1. Por que os fragmentos de restricdo de DNA e os plasmideos se separam
quando sao analisados pela eletroforese em gel?

2. Por que é importante identificar e verificar um plasmideo recombinante?

y 4 y 4

Porque existem muitas fontes de possiveis erros em qualquer procedimento, inclusive naqueles usados na
clonagem de genes, por isso é importante verificar se vocé tem o plasmideo correto. Na clonagem de genes,
também ha o problema de alguns procedimentos nao serem seletivos. Por exemplo, quando a DNA ligase é
usada para ligar, unir, os fragmentos de DNA, sao criadas muitas combinacoes diferentes no processo de
ligadura.

COMO VERIFICAR O PLASMIDEO RECOMBINANTE

A Figura 4A.1 mostra como verificar a identidade de um plasmideo. Vocé deve comparar os resultados da
digestao por enzima de restricao do Laboratorio 2A com a escada de DNA para garantir que vocé tem o
plasmideo correto.
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Figura 4A.1: Método de verificagao de um plasmideo recombinante

Plasmideo original
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807pb
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Enzimas de restrigéo

Fragmentos de DNA
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Verificar com
eletroforese em gel

Escada de DNA
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0O gel mostrado aqui € um exemplo. Seu
educador vai pedir que vocé faga a previséo
do tamanho e local exato dos fragmentos.

ELETROFORESE EM GEL

A eletroforese em gel é muito usada na verificagao e purificagao de DNA. Para identificar ou purificar os
fragmentos de restricao de DNA, é necessario separar as moléculas de DNA, que apresentam diferentes
tamanhos. A eletroforese em gel separa as biomoléculas principalmente de acordo com seu tamanho
molecular que, no caso do DNA, é medido pelo nimero de pares de bases. Por causa dos grupos fosfatos,
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a estrutura de uma molécula de DNA tem carga negativa e, portanto, vai se afastar do eletrodo negativo
(preto) e se mover na diregao do eletrodo positivo (vermelho). Como moléculas de DNA menores
conseguem se deslocar mais facilmente pela matriz do gel de agarose, elas migram mais rapidamente do
que as moléculas de DNA maiores. Veja a Figura 4A.2.

Figura 4A.2: Separagao do DNA por tamanho usando a eletroforese em gel

—_—mm
— o +

Gel poroso

|

Eletroforese

I
: |

Gel poroso

REFLITA: depois que a eletroforese em gel separa os diferentes fragmentos de DNA e os
plasmideos, o gel fica tingido para mostrar as bandas que indicam o local de cada tipo de fragmento

e plasmideo. A ilustracao abaixo, de um gel tingido, mostra varias bandas que foram identificadas

com letras. Os locais dos pogos também estao mostrados. Qual é a ordem dos fragmentos, do menor para o
maior?
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PLASMIDEOS NA ELETROFORESE EM GEL

Enquanto os pequenos pedagos lineares de DNA se movem como o esperado durante a eletroforese em gel, o
movimento dos plasmideos nao é uniforme. Isso acontece porque o plasmideo pode ter diferentes configuragoes e
cada uma delas faz com que ele se movimente com velocidades diferentes pelo gel. Os plasmideos podem ter trés
configuragoes:

A mais comum é a superenrolada. Essa configuragdo é como um elastico torcido. Essa forma torcida ou
superenrolada gera uma molécula muito compacta que se movimenta pelo gel com muita rapidez devido ao seu
tamanho. Essa configuragao aparece apenas nos plasmideos que foram replicados em bactérias, porque a forma
superenrolada é produzida por uma enzima presente nas células bacterianas. Essa é a configuragao natural
padrao dos plasmideos presentes nas bactérias.

A segunda configuragao é o circulo cortado. Ela é como um grande circulo irregular. Esse plasmideo tem um corte
em uma das ligagéoes covalentes localizadas em sua estrutura aguicar-fosfab junto com uma das duas fitas de
nucleotideos. Essa configuragao circular ndo permite que o plasmideo se movimente pelo gel de agarose com a
mesma facilidade que o plasmideo superenrolado. Embora sejam do mesmo tamanho, em termos de pares de
bases, esse plasmideo fica mais préximo do pogo do que o plasmideo superenrolado.

A terceira configuragao é o multimero. Pense em dois ou mais plasmideos unidos, como os elos de uma corrente.
Essa configuracao é encontrada apenas nos plasmideos replicados nas bactérias, porque os multimeros se
formam quando os plasmideos sao replicados tao rapidamente que acabam unidos. Se dois plasmideos estao
unidos, o multimero sera duas vezes o tamanho de um plasmideo simples e se movimenta muito lentamente pelo
gel. Na verdade, ele se movimenta mais vagarosamente que o circulo cortado.

A Figura 4A.3 mostra essas possiveis configuragdes do plasmideo.

Figura 4A.3: Configuragoes do plasmideo

Superenrolada Circulo cortado Multimero

REFLITA: se vocé usasse a eletroforese em gel para separar o mesmo plasmideo com as trés
configuragoes, qual plasmideo se moveria mais rapido e qual se moveria mais devagar? Por que os
plasmideos com configuragoes diferentes se movimentam de formas distintas pelo gel? Explique em
palavras ou desenhe.
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VOCE SABIAD

Histéria da engenharia genética

A engenharia genética nao é um fendmeno novo. Ao longo da histéria, o homem tem usado a reproducao
seletiva para produzir organismos com caracteristicas desejaveis. A ciéncia da agricultura comegou com a
selecao de gramineas selvagens e sua subsequente reprodugao para formar os precursores dos alimentos
basicos da modernidade, como o trigo, o arroz e o milho. Na reproducao seletiva, dois membros da mesma
espécie sao cruzados para estimular caracteristicas desejaveis nos descendentes. Por exemplo, vacas que

produzem grandes volumes de leite podem ser reproduzidas para transmitir essa caracteristica as futuras
geragoes.

0 processo de inserir ou remover DNA do genoma de um organismo é uma tecnologia bem nova, mas muito
promissora. Com a modificagcdo genética, podemos aumentar o valor nutricional de alimentos basicos,
modificar bactérias para produzir proteinas terapéuticas para uso medicinal e, quem sabe, desativar genes que
causam doengas.

Nos organismos produzidos pela reprodugao seletiva natural, o genoma dos descendentes contém informagdes
genéticas do pai e da mae. Na engenharia genética moderna, o novo organismo contém também informagoes
genéticas de muitos outros organismos. A engenharia genética alcanca resultados semelhantes aos da
reproducao seletiva, s6 que com mais rapidez e altissima precisao.
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LABORATORIO 4A: VERIFICAGAO DO PLASMIDEO
RECOMBINANTE COM 0 USO DA ELETROFORESE EM
GEL

Nesta atividade de laboratério, vocé usara a eletroforese em gel para examinar os produtos
da digestao por enzima de restricdo do plasmideo pARA-R(Laboratério 2A). Os tamanhos
dos fragmentos de DNA podem ser determinados, comparando-oscom a escada de DNA,
uma solugao composta de varios fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos. Quando a
escada de DNA é tingida e passa pela eletroforese em gel, as bandas que mostram os
fragmentos ficam parecendo os degraus de uma escada. A escada de DNA é carregada ao
lado de outras amostras de DNA para facilitar a comparagao das bandas das amostras com
as bandas da escada.

Os resultados da eletroforese em gel fornecerao evidéncias de que vocé esta usando o
plasmideo recombinante pARA-Rque contém o gene rfp. O mesmo procedimento serve para
verificar se um plasmideo recombinante criado no laboratério continha o gene de uma
proteina terapéutica humana.

ANTES DO LABORATORIO

Discuta com seu grupo as perguntas a seguir e se prepare para compartilhar suas respostas com a turma.

1. O plasmideo pARA-R que vocé digeriu no Laboratério 2A foi replicado em uma célula bacteriana. Quais
configuragdes (superenrolada, circulo cortado e multimero) o plasmideo poderia ter antes da digestao?

2. Vocé precisa prever todos os produtos possiveis, inclusive as diferentes configuragdes do plasmideo. Revise
seu trabalho do Laboratério 2A. Quais produtos vocé espera encontrar nos tubos R-e R+? Crie uma tabela
que mostre todos os possiveis fragmentos e plasmideos por tubo. Inclua o comprimento (tamanho do par
de base) de cada possivel fragmento ou plasmideo e organize os produtos encontrados em cada tubo de
microcentrifuga por tamanho, do menor para o maior. Inclua quaisquer configuragoes possiveis do
plasmideo e organize-as primeiro pelo tamanho e depois pela velocidade de movimentagao no gel, do
plasmideo mais rapido para o mais lento.

3. Vaaté a secao Métodos, leia as paginas 52 a 54 e faga uma breve descrigao das etapas, usando palavras e
um fluxograma.



MATERIAIS

Reagentes
. Um suporte contendo:

Tubo de microcentrifuga com pARA-Rnao digerido do Laboratdrio 2A (R-)
Tubo de microcentrifuga com pARA-Rdigerido do Laboratdrio 2A (R+)
Tubo de microcentrifuga com corante de carga (Cor)

Tubo de microcentrifuga com a escada de DNA (E)

* & & o

. Frasco de 50 mL contendo tampao SB 1x (compartilhado com outro grupo)

Equipamentos e suprimentos

. Micropipeta P-20

. Caixa de ponteiras descartaveis
Microcentrifuga (sera compartilhada entre os grupos)
Cuba de eletroforese contendo 0,8% de gel de agarose (sera compartilhada entre 2 grupos)
Coletor para descarte de ponteiras e tubos de microcentrifuga usados (sera compartilhado
entre 0s grupos)
Diagrama da escada de DNA (Anexo 4 -Guia do Educador)

SEGURANGA:

* Tome todas as precaucgoes e use vestimentas de seguran¢a adequadas para atividades em
laboratorio de ciéncias, inclusive 6culos de protegao. Siga as instrugoes do seu educador.

* Lave as maos muito bem com sabao antes e depois de utilizar o laboratério.

METODOS

1. Verifique se o suporte contém os tubos com todos os reagentes da lista.

2. Adicione 2,0 yL de corante de carga aos tubos R-e R+.

PARE E PENSE: por que é util usar o corante de carga nesta atividade?

3. Centrifugue os tubos R-e R+ na microcentrifuga por varios segundos para misturar os reagentes
no fundo de cada tubo.

TECNICA DE LABORATORIO: distribua os tubos uniformemente na microcentrifuga de modo que
o peso fique equilibrado.

4. Verifique se os pogos da unidade de eletroforese em gel estao proximos ao eletrodo negativo (preto).
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5. Encha a cuba com tampao SB 1x até cobrir toda a superficie do gel. Se vocé notar algum “furinho” sobre os
pocos, adicione mais tampao.

TECNICA DE LABORATORIO: se vocé notar algum “furinho”, adicione quantidades bem pequenas
de tampao a cuba de eletroforese em gel. Embora o gel precise estar completamente submerso
no tampao, vocé nao precisa de muito tampao na cuba, porque isso fara com que a corrente
elétrica percorra o tampao e nao o gel.

6. Faga um desenho no caderno mostrando a localizagao dos pogos na cuba de eletroforese. A ordem das
amostras em cada poco deve ser:

7. Usando uma ponteira nova para cada amostra, dispense 10,0 pL de escada de DNA (E),
10,0 L de R-e 10,0 pL de R+ nos pogos designados. Para cada amostra, faga o seguinte:

a. Coloque o cotovelo sobre a bancada para dar estabilidade a pipeta que vocé esta segurando. Se
necessario, use a outra mao para apoiar aquela que esta segurando a pipeta.

b. Insira a ponteira no tampao, sem tocar no pogo.

TECNICA DE LABORATORIO: nao perfure o gel, porque isso vai inutiliza-lo. Pressione
suavemente o botao de pipetagem para dispensar a amostra lentamente. Para evitar a entrada
de ar no pocgo, nao passe da primeira parada. A amostra afundara no pogo.

8. Quando todas as amostras tiverem sido colocadas, feche muito bem a tampa da cuba de eletroforese.

9. Conecte os cabos a fonte de energia. Conecte os 2 cabos ao canal correspondente, catodo (=) com catodo
(preto com preto) e anodo (+) com anodo (vermelho com vermelho). Veja a Figura 4A.4.

Figura 4A.4: Cabos da cuba de eletroforese conectados ao canal correto na fonte de energia
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10.

11.

Ligue a fonte de energia e configure a tensao entre 130 Ve 135 V.

Depois de 2 ou 3 minutos, verifique se o corante de carga esta se movendo em direcao ao eletrodo
positivo (vermelho). Se estiver se movendo na diregdo oposta, ou seja, para o eletrodo negativo (preto),
verifique se os cabos estao conectados corretamente.

PARE E PENSE:

12.

A escada de DNA serve como um padrao, porque contém uma mistura de moléculas de DNA de ?
tamanhos conhecidos. Ao passar as amostras e a escada de DNA lado a lado no gel, vocé -
consegue estimar o tamanho real em pares de bases das moléculas desconhecidas. O Diagrama da
Escada de DNA (Anexo 4 - Guia do Educador) mostra 10 bandas de DNA de tamanhos diferentes.

Usando essas informagoes, vocé consegue prever as posi¢oes das bandas de DNA produzidas

pelos possiveis produtos encontrados nos tubos R- e R+, indicando sua posi¢ao no Diagrama da

Escada de DNA?

As amostras de DNA e a escada de DNA nao sao visiveis no gel. Como o DNA pode ser visto depois
que a eletroforese em gel termina?

Seu educador explicara o que fazer com o gel. Talvez vocé nao tenha tempo suficiente para concluir a
eletroforese. A execugao completa da eletroforese em gel pode durar cerca de 40 a 50 minutos e, apos o
término, o gel precisara ser posicionado sobre um retroiluminador fluorescente para revelar o local dos
fragmentos de DNA e dos plasmideos. Se necessario, seu educador fornecera uma fotografia do gel para
vocé analisar.
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CAPITULO 4A: PERGUNTAS

Analise a foto do gel e discuta as perguntas abaixo com seu colega. Prepare-s para
compartilhar suas respostas com a turma.

1. Por que é importante verificar se vocé tem o plasmideo recombinante correto?
2. Qual é a comparacao dos resultados reais do seu gel com suas previsdes?

3. Vocé esta vendo bandas em lugares que nao esperava? O que poderia explicar a origem dessas bandas
inesperadas?

4. 0 gel mostra que vocé esta usando o plasmideo recombinante correto? Descreva as evidéncias que vocé
usou para fazer essa analise.

5. Nafaixa do R-,vocé nota evidéncias de varias configuragdes de plasmideos? Explique sua resposta.
6. Na faixa do R+, vocé nota evidéncias de uma digestao completa? Explique sua resposta.

7. Em qual faixa vocé esperaria encontrar o gene rfp e o gene ampR na foto do gel? Vocé consegue localizar
esses dois genes? Explique sua resposta.

8. Compare as faixas dos fragmentos lineares com as dos plasmideos. Existe alguma diferenga no formato
das bandas entre essas duas formas de DNA?



CAPITULO 4A: GLOSSARIO

Circulo cortado: configuragao do plasmideo formada por um Unico plasmideo com um corte em uma de suas
duas fitas. A forma desse plasmideo é circular.

Corante de carga: conjunto de corantes adicionados a biomoléculas, como o DNA, para fazer a eletroforese em
gel. Quando o corante se move a uma distancia maior que a amostra, significa que esta na hora de interromp\er
a corrida de eletroforese em gel.

Escada de DNA: conjunto de fragmentos de DNA conhecidos com diferentes tamanhos medidos em pares de
bases (pb) ou quilobases (kb). Esses fragmentos de DNA sao separados e visualizados como bandas de DNA
em um gel. Juntas, as bandas de DNA parecem uma escada no gel.

As escadas de DNA sao usadas na eletroforese em gel para determinar o tamanho e a quantidade de
fragmentos de DNA.

Ligacao covalente: tipo de ligagao quimica entre dois 4tomos na qual um ou mais elétrons ficam em um estado
de compartilhamento.

Ligadura: reacado que liga quimicamente dois ou mais fragmentos de DNA, resultando em uma molécula de DNA
recombinante.

Ligar: unir duas extremidades de DNA.

Multimero: configuragao composta de varios plasmideos que se interligaram durante a formagao, fazendo com
que paregam os elos de uma corrente.

Reproducao seletiva: quando dois membros da mesma espécie sao cruzados para estimular caracteristicas
desejaveis nos descendentes.

Superenrolada: configuragado composta de um unico plasmideo torcido. O formato desse plasmideo é mais
compacto (ocupa menos espago) do que a forma circular.

Verificar: estabelecer que algo é verdadeiro, preciso ou pode ser defendido.



CAPITULO 5A
COMO INSERIR PLASMIDEOS

RECOMBINANTES EM BACTERIAS
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INTRODUCAO

Assim que um plasmideo recombinante com o gene de interesse é criado, a proxima etapa é replicar o plasmideo e
permitir que a bactéria produza a proteina. A replicagao e a expressao de proteina (a forma como as proteinas sao
sintetizadas, modificadas e reguladas nos organismos vivos) s6 podem ocorrer dentro da célula. Portanto, a préxima
etapa do processo de clonagem de um gene é inserir o plasmideo recombinante na bactéria E. coli por um
processo chamado transformacao bacteriana, que altera o conteido do DNA da bactéria. Neste capitulo, vocé
vai transformar a bactéria E. coli usando um plasmideo recombinante com o gene rfp. Se vocé estivesse
produzindo uma proteina terapéutica humana, a bactéria transformada teria o gene humano e seria capaz de
produzir a proteina terapéutica humana desejada.

CAPITULO 5A: OBJETIVOS

Ao final deste capitulo, vocé sabera:

«  Descrever o papel da transformagao no processo de clonagem de genes

+  Explicar para que serve cada controle usado no experimento de transformagao

»  Explicar como a informacgao codificada em um gene é expressa (o processo
de converter a informacado no RNA mensageiro e, depois, em uma proteina)
como um trago

~ -

Discuta com seu colega as perguntas a seguir e anote suas ideias no caderno. Prepare-se para discutir suas
respostas com a turma. Nao se preocupe se vocé nao souber todas as respostas. Discutir essas perguntas
ajudara vocé a refletir sobre seus conhecimentos relacionados a incorporagao de plasmideos e a expressao de
genes nas bactérias.

1. Vocé acha que é comum um plasmideo do ambiente ser incorporado por uma bactéria? Por qué?

2. Quais sao as etapas envolvidas na transcrigao e tradugao (processo pelo qual as informagdes codificadas
no RNA mensageiro sao decodificadas e transformadas em proteinas) de um gene?

3. Qual é arelagao entre genes, proteinas e tragos (ou caracteristicas observaveis)?

4. 0 que as bactérias e os seres humanos tém em comum que possibilita a expressao génica em bactérias?



COMO TRANSFORMAR BACTERIAS COM PLASMIDEOS
RECOMBINANTES

O plasmideo é um vetor ideal para transportar sequéncias de DNA de um organismo para outro porque
tem (1) um promotor que permite transcrever o gene, (2) uma sequéncia para iniciar a replicacao de DNA
e (3) um gene de resisténcia a antibidticos. O plasmideo pode ser incorporado pela bactéria onde se
replica e seus genes sao expressos usando a estrutura celular da bactéria. Se um gene de interesse for
inserido no vetor, a bactéria vai gerar o produto codificado por esse gene.

REFLITA: quando um gene é inserido em um vetor, o que vocé acha que é necessario para fabricar o
produto codificado pelo gene inserido?

TRANSFORMAGAO BACTERIANA

Assim que é produzido um plasmideo recombinante com um gene de interesse, como o gene da insulina, o
plasmideo consegue entrar nas células bacterianas pelo processo de transformacao. A Figura 5A.1 ilustra a
transformagao.

Figura 5A.1: Transformagao bacteriana
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A incorporagao de um DNA por uma célula bacteriana na natureza é muito pouco eficiente. A bactéria E. coli
tem membranas plasmaticas complexas que separam o ambiente externo da estrutura interna da célula e
fazem o controle rigoroso das substancias que entram e saem da célula. Além disso, a parede celular tem
carga negativa e repele as moléculas de DNA, que também sao negativamente carregadas.

REFLITA: por que é importante que as membranas da bactéria E. coli fagam o controle rigoroso das
substancias que entram e saem da célula?



Para aumentar a eficiéncia da incorporagao do DNA, a bactéria passa por dois processos. Primeiro, a bactéria E.
coli é colocada em uma solugao contendo ions de célcio positivos que neutralizam a carga negativa das
membranas externas das células, permitindo que as moléculas de DNA atravessem as membranas plasmaticas
e entrem na célula. Em seguida, a bactéria passa por um choque térmico (um aumento brusco de temperatura),
provocando um aumento da pressdo no ambiente externo da célula. Essa diferenca de pressao permite que o
DNA plasmidial entre na célula bacteriana.

As células tratadas com célcio e aquecidas sao chamadas de competentes, ou seja, sao capazes de incorporar o
DNA com mais eficiéncia. No entanto, mesmo com esse tratamento, apenas uma em 10.000 células bacterianas
incorpora um plasmideo ao seu ambiente. Entao, como a bactéria que incorporou o plasmideo recombinante
pode ser identificada? Lembre-se de que um componente importante desses plasmideos recombinantes é o
gene de resisténcia a antibidticos. Se vocé colocar células bacterianas na presenca do antibiético, apenas as
células com o plasmideo recombinante vao crescer.

VOCE SABIA?

A corrida contra as bactérias

A incorporagao de um plasmideo pode provocar consequéncias graves na medicina. A Staphylococcus aureus é
uma bactéria comum responsavel por infecgdes da pele e do trato respiratério. Se a infeccao nao for tratada ou
se espalhar pela corrente sanguinea, até 30% dessas infecgoes sao letais.

Algumas cepas de bactérias fazem a troca natural de plasmideos, permitindo uma variagdo genética maior em
espécies que se reproduzem assexuadamente. Um mecanismo de troca é a conjugagao bacteriana, em que o
plasmideo é compartilhado entre duas células bacterianas que entram em contato. O outro método é a
transformacao, em que a bactéria incorpora o DNA diretamente do ambiente. Na natureza, isso sempre ocorre
quando as células mortas liberam seu contetido no ambiente.

Tradicionalmente, os médicos tratam infecgoes estafilococicas com antibidticos, como a vancomicina, que
interrompe a formacgao das paredes celulares das bactérias. No entanto, nos Ultimos anos, os médicos
descobriram que esses antibidticos nao sdo mais eficientes no tratamento de infecgdes estafilocdcicas. Novas
cepas de bactérias mais agressivas estao se tornando cada vez mais comuns e dificeis de tratar.

Os pesquisadores acreditam que algumas bactérias Staphylococcus adquiriram o gene VanA ao se conjugar
com outro tipo de bactéria. O gene VanA instiga a resisténcia a vancomicina e determinadas espécies carregam
esse gene naturalmente em seu genoma. A bactéria Staphylococcus aureus resultante resistente a vancomicina
vem se tornando cada vez mais comum, e a taxa de mortalidade esta aumentando.

Além disso, o problema da resisténcia bacteriana ndo se limita aos estafilococos. A pneumonia e a tuberculose
resistentes a medicamentos também tém se tornado uma ameaca cada vez maior e mais perigosa. Para evitar o
aumento dessas "superbactérias”, a industria da biotecnologia precisara desenvolver tratamentos inovadores.

DO DNA PLASMIDIAL A PROTEINA

Assim que o plasmideo recombinante entra na célula bacteriana, a RNA-polimerase inicia a replicagao no sitio
ori, e 0 plasmideo se replica usando as enzimas de replicagao de DNA. Agora, essas multiplas copias de
plasmideos sao capazes de produzir uma grande quantidade da proteina de interesse, como a insulina ou o



hormoénio do crescimento humano. Nesse processo, as informacgdes codificadas no DNA humano sao
transferidas do DNA para a proteina usando a estrutura de transcri¢ao e traducao da célula (veja a Figura
5A.2). Entao, a proteina altera os tragos observaveis do organismo.

A engenharia genética so é possivel porque genes de organismos diferentes podem ser expressos em
bactérias. Na Terra, todos os seres vivos estao relacionados, e 0 modo de codificar informagdes no DNA é
universal. Como vocé ja deve saber, as proteinas sao formadas por subunidades menores chamadas
aminoacidos, e uma sequéncia de trés nucleotideos no DNA codifica um Unico aminoacido. Essas sequéncias
de trés nucleotideos sdo chamadas codons. Por exemplo, o cddon TTG codifica 0 aminoacido triptofano e o
cédon AAG codifica o aminoacido lisina. Em muitos casos, mais de um cédon é capaz de codificar o mesmo
aminoacido. Por exemplo, o cddon AAA também codifica a lisina. Além disso, existem muitos cédons de
informagao, como o cédon de inicio (ATG) e o codon de parada (TTA), que mostram onde a codificagao da
proteina comeca e termina na sequéncia de DNA.

Figura 5A.2: Expressao génica de um plasmideo na célula bacteriana
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Produgao de DNA a partir do RNA

Embora o cédigo do DNA seja o mesmo em todas as formas de vida, a transcri¢ao e tradugao de genes em
células eucaridticas e procaridticas tém diferentes enzimas e estruturas. (As células humanas sao
eucaridticas e as células bacterianas sao procariéticas). Uma diferenga importante é que os genes das
células eucariéticas tém sequéncias nao codificadoras chamadas introns. A RNA-polimerase transcreve o
gene, produzindo um RNA mensageiro precursor grande com introns e éxons, que sao as sequéncias
codificadoras. Em seguida, o RNA passa pelo splicing (processamento), com a remocao dos introns e uniao
dos éxons, convertendo-se em um RNA mensageiro maduro.

As células procaridticas ndao conseguem realizar o splicing dos introns. Para resolver esse problema, os
cientistas usam uma enzima, a transcriptase reversa (que consegue copiar o RNA para o DNA), para
produzir um DNA complementar (cDNA) a partir do RNA mensageiro de uma proteina especifica. O cDNA,
que tem apenas as sequéncias de éxons, é inserido no vetor plasmidial. E assim que s3o preparados os
genes humanos clonados usados para produzir proteinas terapéuticas humanas.
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LABORATORIO 5A: COMO TRANSFORMAR BACTERIAS COM 0
PLASMIDEO pARA-R

ISOLAMENTO
DE DNA

Y
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EXPRESSAR

v

Até agora, na sua missao de clonar um gene, vocé se preparou para verificar o plasmideo
realizando a digestao por enzima de restricao (Laboratério 2A), depois confirmou a
identidade do plasmideo fornecido usando a eletroforese em gel (Laboratério 4A). Neste
laboratorio, vocé vai realizar outra etapa do processo de clonagem de genes: a
transformacao da bactéria E. coli com o plasmideo fornecido. Na industria

biofarmacéutica, esse processo seria usado para criar uma proteina terapéutica humana.

Vocé dividira a bactéria E. coli ja tratada com cloreto de calcio em dois grupos: um grupo
de controle, ao qual nenhum plasmideo sera adicionado, e um grupo de tratamento, ao
qual vocé adicionara o plasmideo pARA-R Depois de aplicar o choque térmico nos dois
grupos de células, vocé vai cultiva-bs em varias condi¢bes diferentes. Todas as
bactérias serao cultivadas em trés placas de agar (placas de Petri contendo agar
misturado com um meio ou fonte de alimento chamado Caldo Luria [CL], que promove o
crescimento bacteriano). A primeira placa tera apenas agar e CL; a segunda tera o
antibiotico ampicilina (amp) adicionado ao CL e a terceira placa tera CL, amp e agucar
arabinose (ara) para ativar a transcrigdo da proteina de interesse (RFP).

Ao examinar o crescimento das bactérias nessas condigoes, vocé consegue verificar se
o procedimento de transformacao funcionou, além de identificar as bactérias
transformadas com o plasmideo pARA-R Como vocé sabera se deu certo? A bactéria
criada terd uma nova caracteristica altamente visivel: agora ela produzird RFP, que faz
com que as células tenham uma cor vermelha ou rosa brilhante! Se vocé fosse criar uma
proteina terapéutica humana, a bactéria produziria essa proteina, que seria invisivel. No
entanto, os produtos criados pela bactéria precisam ser testados para verificar se tém a
proteina desejada.

0 plasmideo pARA-R que vocé analisou no Capitulo 2A, é mostrado novamente na Figura 5A.3.



Figura 5A.3: O plasmideo pARA-R
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Os componentes relevantes desse plasmideo sdo o gene da proteina reguladora (araC), que funciona como
ativador na presenca de arabinose, o promotor (pBAD), o gene rfp e o gene de resisténcia a ampicilina (ampR).

Suas fungdes sao:

« araC: o gene araC codifica uma proteina reguladora que ativa o promotor na presenca de arabinose,
um acgucar simples. (O ativador é uma proteina que regula a transcrigdo de um gene, ligando-s= a uma
sequéncia proxima ao promotor, permitindo que a RNA-polimerase se ligue ao promotor e inicie a
transcrigao do gene. As proteinas ativadoras sao usadas em alguns plasmideos recombinantes para
controlar a produgao da proteina de interesse.)

+  pBAD: pBAD é um promotor.

«  rfp: o gene rfp codifica a expressao da proteina fluorescente vermelha.

« ampR: o gene ampR confere resisténcia ao antibiético ampicilina.

Na presenca de arabinose (agucar), a proteina ativadora do gene araC ativa o promotor. Em seguida, a
RNA-polimerase se liga ao promotor e comeca a transcri¢cao do gene rfp. Quando o gene rfp é expresso, a
bactéria fica rosa brilhante. O gene ampR é um marcador selecionavel e confere resisténcia ao antibidtico
ampicilina; somente as bactérias com esse gene sobreviverao a um antibiético. Apenas as bactérias com o
gene de resisténcia a antibioticos, além do gene araC, do promotor pBAD e do gene rfp, sobreviverao e terao
a cor rosa brilhante.
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CAPITULO 6
COMO CONSEGUIR 0 QUE PRECISAMOS
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CAPITULO 6: PERGUNTAS

1. Por que a conformagao de uma proteina é importante para que ela realize sua fungao?
2. Quais propriedades dos aminoacidos de uma proteina estao relacionadas ao enovelamento?

3. 0O eluato contendo RFP é menos ou mais brilhante do que no lisado celular apds a centrifugacdo? Se
houver uma diferenga notavel na intensidade da cor vermelha, o que poderia justificar isso?

4. Qual caracteristica da RFP é usada como base da separagao por cromatografia em coluna?

5. Como o procedimento de cromatografia em coluna pode ser ajustado ou modificado para aumentar a
pureza da amostra de RFP?

4 n

Proteinas quiméricas

Quando vocé determinou quais bactérias haviam incorporado o plasmideo recombinante que tinha o
gene rfp, vocé conseguiu ver a coldnia transformada porque as bactérias emitiam uma cor vermelha
fluorescente quando exposta a luz. A capacidade que uma proteina fluorescente (PF) tem de “brilhar” é
uma ferramenta poderosa que esta revolucionando a biologia celular e as pesquisas biomédicas.
Inumeras PFs de diferentes organismos foram isoladas e até mesmo modificadas para fornecer um
conjunto de “marcadores” de PF. As PFs podem se ligar a outras moléculas para monitorar processos
que ocorrem dentro das células e no organismo como um todo.

A fungao de uma proteina esta diretamente relacionada a sua conformagao, que é o resultado do
enovelamento da proteina. Outras informagdes importantes que esclarecem o papel de uma proteina
sao sua distribuigao, movimento, interagdes e associagao com outras proteinas. Para visualizar esses
aspectos de uma proteina, cientistas criam uma molécula, conhecida como proteina de fusao ou
proteina quimérica (quimera é um animal mitoldgico com partes de diferentes animais), que contém
tanto a proteina de interesse quanto uma PF fundidas. Os cientistas conseguem medir a fluorescéncia a
partir de uma Unica PF, tornando as proteinas de fusao poderosas ferramentas de visualizagdo. No
entanto, esse procedimento funciona apenas se a PF nao interferir na fungao da proteina, por isso sdo
realizados testes para garantir que uma proteina funcione sempre do mesmo jeito, com ou sem o
marcador de PF.
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CAPITULO 6: GLOSSARIO

Anticorpo monoclonal: tipo de proteina que se liga a substancias no corpo e é produzida por clones de uma
célula criada em laboratério.

Coldnia: grupo de organismos vivos do mesmo tipo que vivem juntos de maneira mutuamente benéfica. Dentro
de uma coldnia de bactérias, os organismos sao descendentes de um Unico ancestral e geneticamente idénticos
(exceto no caso das mutagdes e de contaminacao).

Conformacao: forma ou estrutura tridimensional de algo.

Cromatografia em coluna: método de separagao de substancias em que elas sao dissolvidas em um liquido que
escorre por uma coluna de vidro com pequenas esferas. As esferas sao revestidas de um material que liga as
substancias em diferentes graus.

Cultura em suspensao: método de cultivo de células em um meio liquido de crescimento que é agitado. O
movimento de agitagao mistura o ar com a suspensao e impede que a bactéria cresga fora da solucao.

Demanda de tratamento: a necessidade dos pacientes.

Eluato: solugdo que faz a lavagem (por exemplo, a solugdo que goteja de uma coluna de cromatografia).

Eluicao: processo de extragao de uma substancia que esta ligada a outra, em que a primeira é lavada com uma
solugao.

Enovelamento da proteina: processo fisico pelo qual um polipeptideo se enovela assumindo sua estrutura
tridimensional caracteristica, essencial a fungao da proteina.

Fase de declinio: periodo de crescimento bacteriano em uma cultura quando a bactéria fica sem nutrientes e
morre.

Fase estacionaria: periodo do crescimento bacteriano em uma cultura em que a populagao permanece a mesma
porque as taxas de divisao celular e morte celular sdo as mesmas. Geralmente, isso ocorre devido a um fator
limitador de crescimento, como o esgotamento de um nutriente essencial.

Fase lag: periodo do crescimento bacteriano em uma cultura em que as bactérias se adaptam as condigdes de
crescimento; as bactérias individuais estao amadurecendo e nao conseguem se dividir.

Fase log: periodo do crescimento bacteriano em uma cultura em que o nimero de células bacterianas duplica
em um periodo fixo (também conhecido como a fase logaritmica ou exponencial).

Fator de crescimento hematopoiético: grupo de proteinas que promovem o crescimento, a diferenciagao e a
atividade das células sanguineas.

Fosforilagao: processo em que um composto organico incorpora um acido fosférico ou um grupo contendo
fosforo, ou é combinado com um deles.



Glicosilacao: processo em que um carboidrato é ligado a outra molécula por meio de uma ligagao covalente.

Hidrofilico: que gosta de agua; dissolve-se na agua; polar. O agucar e o sal sao exemplos de substancias
hidrofilicas.

Hidrofobico: nao gosta de agua; nao se dissolve na agua; apolar. O dleo, a cera e a RFP sao exemplos de
substancias hidrofébicas.

Hormonios: substancias que agem como mensageiros quimicos no corpo.
Lisar: destruir.

Operon: conjunto de genes localizados em sequéncia no DNA e cuja transcrigao € iniciada por um mesmo
promotor.

Polipeptideo: uma molécula linear longa que se enovela imediatamente assumindo uma conformagao
tridimensional especifica que chamamos de proteina.

Ponte dissulfeto: ligagdo covalente simples entre os atomos de enxofre e dois aminoacidos.

Proteina de fusao: veja “Proteina quimérica”.

Proteina quimérica: proteina criada pela uniao de dois ou mais genes que originalmente codificavam proteinas
separadas.

Resina: material usado na coluna de cromatografia para revestir as esferas.

Sitio de ligacao: area de uma biomolécula que se liga a uma substancia especifica ou parte de uma substancia.
Sobrenadante: liquido claro encontrado em cima de um precipitado sélido apds a centrifugagao de uma mistura.

Tampao: solucgao resistente a mudancas no pH que contém um acido fraco e seu sal ou uma base fraca e seu
sal.

Vacina: mistura com bactérias ou virus mortos ou enfraquecidos que leva o sistema imunolégico do corpo a
produzir anticorpos que vao se ligar a uma bactéria ou produzir um virus para combater uma doenca.





