UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica

Area de Tecnologia de Fermentagoes

Producao da proteina recombinante
Interferon-p1b na plataforma de
sintese proteica livre de célula

Camila Hiromi Chiba

Dissertacdo para obtencdo do grau de
MESTRE

Orientador:

Prof. Dr. Marco Antonio Stephano

Séo Paulo

2019



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica

Area de Tecnologia de Fermentagoes

Producéo da proteina recombinante
Interferon-f1b na plataforma de sintese
proteica livre de célula

Camila Hiromi Chiba

Verséo Corrigida

Dissertacdo apresentada para a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo como
exigéncia para obtencdo do grau de Mestre em

Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica.

Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Stephano

Sédo Paulo

2019



Nome: CHIBA, Camila Hiromi

Titulo: Producéo da proteina recombinante Interferon-f1b na plataforma de
sintese proteica livre de célula.

Dissertacdo apresentada para a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo para obtencdo do grau de Mestre em

Ciéncias.

Aprovada em:

Banca examinadora:

Prof. Dr.: Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr.: Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr.: Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr.: Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr.: Instituicao:
Julgamento: Assinatura:




Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Segdo Técnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentacao do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsével pela orientagao de catalogacao da publicagao:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Chiba, Camila Hiromi

Cp PRODUCAC DA PROTEINA RECOMBINANTE INTERFERON-71B
NA PLATAFORMA DE SINTESE PROTEICA LIVRE DE CELULR /
Camila Biromi Chiba. - S3o Paule, 2018.

p.

Dissertac3o (mestrado) — Faculdade de Cisncias

Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo.

Departamento de Tecnologia Biogquimico-Farmacéutica.
Orientador: Stephanc, Marco Antonio

1, Cell-free. 2. Escherichia coli, 3. Proteinas
racombinantes. 4. Interferon. S, DNA linear, I. T,
II. Stephano, Marco Antonio , orientador.




AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado saude e forca para superar as dificuldades.

Ao professor Marco, pela oportunidade e confianca desde o inicio; pela orientacdo e dedicacao
a este trabalho.

Ao professor Adriano, pelos seus ensinamentos e por ter cedido um espagco em seu laboratério
- fundamental para os experimentos deste estudo.

A USP e ao Departamento de Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade de ser aluna da pds-
graduagao.

A minha familia, Natalina, Fernando e Henrique, pelo amor, incentivo nas horas dificeis, de
desanimo e de cansaco e apoio incondicional.

As minhas pequenas Nina e Lili, que, apesar de ndo humanas, sdo também parte de minha
familia e me fazem um bem enorme.

As minhas amigas de infancia Raira e Isabella, que, embora longe, estiveram sempre presentes.
Aos amigos e colegas que a USP me deu, em especial Sibylle, Magali, Lola, Carol, Alexy, Rafael e
todos que de alguma forma contribuiram para o meu trabalho e desenvolvimento profissional e
pessoal.

As secretdrias e técnicos do departamento, pela disponibilidade e ajuda.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formacdo, o meu muito obrigada.



RESUMO

Chiba, C. H. Producéo da proteina recombinante Interferon-1b na plataforma se
sintese proteica livre de célula. 2019. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2019.

Biofarmacos e produtos imunobioldgicos representam uma parcela significativa no
mercado farmacéutico global. Cerca de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo
dependem desses produtos e, muitas vezes, necessitardo delas para o resto de suas vidas.
Até o momento, a tecnologia convencional para sintese dessas proteinas recombinantes €
a expressao baseada em células. Porém, este sistema esta frequentemente associado a
problemas como a degradacdo da proteina-alvo devido a presenca de nucleases e
proteases, agregacdo com formacao de corpos de incluséo e perda de molde de DNA. A
plataforma de sintese proteica livre de células (do inglés Cell-Free Protein Synthesis ou
CFPS) tem surgido como uma alternativa a expressao baseada em ceélula, permitindo a
sintese de diversas proteinas, inclusive as de dificil expressdo, na forma soluvel, em
elevado rendimento e com capacidade de escalonamento. Este estudo buscou sintetizar a
proteina interferon-B1b humano recombinante (rhINF-B1b) no sistema CFPS. Através de
um trabalho de bioinformatica, otimizou-se a sequéncia nucleotidica da proteina para
expressdo em lisado de E. coli e construiu-se um vetor de expressao linear, contendo
promotor T7, RBS, regido codificadora e um terminador T7. O sistema CFPS aceita
molde de DNA no formato linear, que possui a vantagem de agilidade na preparacdo, sem
a necessidade das etapas de clonagem, transformacdo, cultivo, extracao e purificacdo do
DNA. Também foi testado a expressdao em DNA plasmidial, em que o gene do IFN foi
clonado em vetor TOPO-TA Cloning. Para comparar os niveis de expressdo foi utilizado
esses mesmos vetores no sistema baseado em célula, com cepas de BL21(DE3) e
Rosetta(DE3). Apesar da proteina de interesse ndo ter sido sintetizada com sucesso no
sistema CFPS, foram dados alguns passos importantes para atingir este objetivo. No
futuro, uma das prioridades é padronizar um sistema livre de células do laboratério capaz

de fornecer um elevado rendimento para sintese de proteinas.

PALAVRAS-CHAVE: Cell-free, Escherichia coli, proteinas recombinantes, Interferon,
DNA linear.
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ABSTRACT

Chiba, C. H. Cell-free protein synthesis of recombinant Interferon-g1b. 2019.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, 2019.

Biopharmaceutical and immunobiological products represent a growing share of the
global pharmaceutical market. Around 400 million people worldwide are dependent of
such proteins and, often, they are going to need for the rest of their lives. So far, the most
employed biopharmaceutical production technology is cell-based expression. However,
this system is usually associated with problems such as degradation of proteins due to the
presence of endogenous nucleases or proteases, aggregation with inclusion bodies
formation and loss of DNA template. Cell-Free Protein Synthesis (CFPS) platform has
emerged as an alternative to cell-based expression, allowing synthesis of many types of
proteins, including difficult-to-express proteins, proteins in soluble form, in high yield
and possibility to scale up or down the process. This work sought to synthesize
recombinant human interferon-B1b (rhINF-B1b) in CFPS system. Through a
bioinformatics study, a nucleotide sequence of the target protein was optimized for
expression in E. coli lysate and a linear DNA template was designed, containing a T7
promoter, a RBS, a coding sequence and a T7 terminator. The CFPS system accepts linear
template DNA, which has the advantage of agility in the preparation, without the need
for the steps of cloning, transformation, cultivation, extraction and purification of DNA
template. Expression in plasmid DNA was also tested, wherein the IFN gene was cloned
into TOPO-TA Cloning vector. To compare expression levels, the same vectors were used
in the cell-based system with BL21 (DE3) and Rosetta (DE3) strains. Although the
protein of interest was not successfully synthesized in the CFPS system, some important
steps were taken to achieve this goal. In the future, one of the priorities is to standardize

the lysate preparation for a high throughput protein production.

KEYWORDS: Cell-free, Escherichia coli, recombinant proteins, Interferon, linear DNA

template.
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1. Introducao

Biofarmacos e produtos imunobioldgicos sdo basicamente proteinas terapéuticas
recombinantes obtidas a partir de processos biotecnoldgicos. A insulina foi o primeiro
produto produzido desta forma, lancada em 1982 (Humulin, pela Eli Lilly) (WALSH,
2010). Antes disso, a insulina era obtida na sua forma natural extraida de animais em uma
quantidade muito baixa. Gracas a tecnologia do DNA recombinante, a insulina pode ser
produzida em muito maior quantidade, beneficiando um grande nimero de pacientes.
Com os avancos na biologia molecular, hoje ja é possivel a sintese de diversos tipos de
proteinas biologicas com uma ampla variedade de tratamentos e prevencdes de doencas,
tais como fatores de crescimento hematopoiéticos, fatores de crescimento, horménios,
citocinas e interferons, fatores sanguineos, enzimas recombinantes, vacinas, anticorpos
monoclonais, dentre outros com crescente numero de produtos sendo aprovados
(WALSH, 2018; MOORKENS, 2017).

Cerca de 400 milhdes de pessoas hoje dependem de tratamentos com biofarmacos e
produtos imunobiolégicos (KARUNAKARAN, 2017). Trata-se de um mercado
bilionario ($200 bilhdes USD), com uma crescente participacdo no mercado farmacéutico
global (BUNDY et al., 2018). Recentemente, muitos desses produtos tém perdido suas
patentes e outros direitos a exclusividade, iniciando uma corrida entre inddstrias
farmacéuticas pela producdo de tais moléculas de uma forma mais competitiva
(MOORKENS, 2017; WALSH, 2018). Por este motivo, melhoramentos de moléculas

assim como aprimoramento de processos tém ganhado destaque.

Atualmente ha trés formas de se produzir proteinas: sintese quimica, expressdo baseada
em células e sintese livre de célula (LIAN et al., 2014). A sintese quimica tem aplicacéo
limitada por ndo ser capaz de produzir macromoléculas peptidicas ou proteinas, o que ndo
ocorre para a sintese baseada em célula. As reacdes ocorrem no citoplasma da célula e
reagentes podem ser absorvidos e expelidos pela membrana, associada a transportadores.
Milhares de catalises ocorrem durante a reacdo de sintese de proteina e sdo impossiveis
de serem totalmente controladas, além de poderem mudar durante o curso do processo
em batelada (LIAN et al., 2014). Os métodos foram otimizados para a sobrevivéncia dos

microrganismos, pois eles sdo opostos a superproducéo e liberagdo de um Unico produto.



Apesar dos avancos com a tecnologia do DNA recombinante e da engenharia metabolica,
ainda ha desvantagens neste sistema, como a formac&o de corpos de inclusdo, degradacao
da proteina de interesse, perda do molde de DNA, ndo compatibilidade com producéo de
produtos citotdxicos, dentre outros (SWARTZ, 2012). A terceira forma de sintese de
proteinas € o sistema de sintese proteica livre de célula (Cell-Free Protein Synthesis -
CFPS). Esse sistema agrega as vantagens dos dois anteriormente citados, ao possibilitar
a producdo de macromoléculas e permitir maior controle do processo. Explorado mais
recentemente para uma aplicacdo em larga escala, o0 CFPS tem se tornado uma alternativa
cada vez mais atraente para sintese de proteinas de dificil expressdo e pela possibilidade
de escalonamento da produgéo.

1.1. Sistema de Sintese Proteica Livre de Célula

Este sistema baseia-se na exploracdo de processos biologicos sem usar células vivas. A
celula é lisada e o contetdo citoplasmatico, cheio de biomoléculas ativas, é capaz de
realizar muitas funcdes celulares, como a transcricéo e tradugdo. O sistema é utilizado ha
décadas, principalmente para estudar funcdes bioldgicas, e foi utilizada por Matthaei e
Nirenberg para decifrar o cddigo genético em 1961 (NIRENBERG e MATTHAEI, 1961).
No final dos anos 60 e inicio de 70, CFPS foi usado para elucidar os operons da lactose e
do triptofano em Escherichia coli (CHAMBERS, 1969). Inicialmente a plataforma era
utilizada somente para fins cientificos, mas recentemente ela também tem sido foco de
estudos que buscam tecnologias de expressao proteica rapida e de elevado rendimento
(OGONAH et al., 2017).

Existem duas formas de utilizar a tecnologia cell-free: através do lisado bruto ou através
do uso de enzimas recombinantes purificadas (PURE). Diferentemente do lisado bruto,
sistema PURE é desprovido de quaisquer biomoléculas e metabdlitos que ndo participam
diretamente da sintese proteica (PEREZ et al., 2016). Isso torna a reacdo ausente de
nucleases e proteases que diminuem a vida Gtil do DNA, mRNA, proteinas e enzimas
metabolicas que podem converter alguns nucleotideos e aminoacidos necessarios para a
transcricdo e traducdo em produtos ndo-funcionais que ndo participam desse processo
(MATSUBAYASHI, 2014). Tem sido utilizado para estudos de biologia sintética e,
apesar de estudos tornarem a tecnologia mais acessivel (LAVICKOVA e MAERKL,
2019), para uma aplicacéo de alto rendimento e escalas industriais, o lisado bruto é mais

viavel.



Figura 1: Comparagdo entre a express@o de proteinas através da sintese em célula (in vivo) e da sintese livre de célula
(Cell-Free) (ROSENBLUM, G., COOPERMAN, B. S., 2014).
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Diversos tipos celulares podem ser utilizados como extratos para a sintese cell-free, como
bactérias, protozoarios, plantas, insetos e mamiferos. Existem vantagens e desvantagens
de cada sistema de expressdo. Uma das principais diferencas entre os modelos de
expressdo procariotos e eucariotos baseia-se na capacidade de realizar modificacfes pds-
traducionais nas moléculas formadas de novo (ZEMELLA, 2015). Outra distin¢do entre
0 sistema de expressdo em eucariotos e procariotos estd na por¢do 5’-UTR do molde de
DNA. Para eucariotos, é necessaria uma sequéncia promotora (e.g. T7), seguida por uma
sequéncia Kozak (Sitio Ligador Ribossomal de eucariotos), que inclui o codon de
iniciacdo. No caso de procariotos, a sequéncia promotora geralmente é seguida pela
sequéncia Shine-Delgarno (Sitio de Ligacdo Ribossomal de procariotos) antes do cdon
de inicio (ATG) (GITE et al., 2006). Porém, as peculiaridades vao além, sendo singular
para cada tipo de extrato. Para escolha do tipo celular, leva-se em consideracao a proteina
que se deseja sintetizar. Na tabela a 1 é possivel visualizar os principais sistemas de

expresséo utilizados.



Tabela 1: Tipos de extratos celulares utilizados no sistema de sintese proteica livre de célula (modificado de

ZEMELLA, 2015).

como altas temperaturas, portanto
reduzida inibi¢do da traducdo por
estruturas secundarias em mRNA

Sistema de Vantagens Desvantagens Aplicacoes
Expressdo
Escherichia Alto rendimento. PTMs limitadas. Incorporacao de aminoacidos
coli (E. coli) Cultivo, crescimento celular e lise | Auséncia de estruturas de n&o-naturais.
de forma réapida e simples. membranas enddgenas. Sintese em larga escala.
Economicamente viavel. Apenas chaperonas Producdo industrial de
Facil manipulacgdo genética. procaridticas disponiveis. conjugados droga-anticorpo.
Bem caracterizado.
Archaea Condicoes de cultivo extremas Baixo rendimento Sintese de proteinas

termoestaveis

Protozoarios

Baixo custo para cultivo e preparo
do lisado.

Facil escalonamento

Alta solubilidade das proteinas
Melhor iniciacdo da traducdo pela
adicdo de sequéncias especiais de
RNA.

Tipos de PTMs desconhecidas.
Nao bem caracterizado.
Baixo rendimento.

Analise em alto rendimento por
CFPS baseado em PCR.

Vaérias PTMs possiveis
Presenca de microssomas
enddgenas.

Sintese direta e integracdo de
proteinas de membrana.

Leveduras Formacéo de PTMs. Baixo rendimento. Producdo de particulas virais
Simples e rapido cultivo e preparo | Sem PTMs como de células (VLPs) para pesquisa de
do lisado. mamiferas. medicamentos anti-virais.
Bem caracterizado. Producdo de bioetanol e (S)-I-
acetoxialcan-2-ol.
Gérmen de Alto rendimento. Preparo do lisado trabalhoso e | Produgdo de proteinas da malaria
trigo (WGE) Sintese de proteinas com pontes caro. para caracterizar novos
dissulfeto. Limitadas PTMs. candidatos a vacinas.
Correto enovelamento (portanto Auséncia de estruturas de Sintese proteica on-a-chip.
alta solubilidade). membranas enddgenas. Aplicac¢Bes de alto rendimento.
Bem caracterizado. Baixo rendimento comparado a | Produgéo de anticorpos
procariontes. monoclonais contra GPCRs.
Investigagdo  de  processos
traducionais.
Tabaco BY-2 Rapido e facil preparo do lisado. Limitada analise do sistema. Sistema cell-free novo.
E possivel glicosilagio e formagdo | Contém aminoécidos Alto potencial para aplicacbes
de ponte dissulfeto. enddgenos, portanto dificulta a | futuras.
Rendimento comparavel aos obtengdo de bons rendimentos.
extratos de Gérmen de Trigo. Alto custo de cultivo.
Insetos Fécil e rapido preparo do lisado. Alto custo de cultivo. Formacao de vesiculas

unilamelares enormes (GUVs)
para modelo de proteinas de
membrana para estudo de
processos.

Producdo de proteinas com




aminoécidos ndo-essenciais.
Producéo automatizada para
proteinas de membrana.

Reticulécito de
coelho (RRL)

Bem caracterizado.

Sistema mamifero.

Sintese proteica com
suplementacdo de microssomas.

Baixo rendimento.

PTMs somente possiveis com
suplementacao de
microssomas.

Tecnologias de microarranjos
proteicos.

Estudos de interacdo proteina-
moléculas.

Tecnologias display.
Tecnologias de screening.

Ovarios de
Hamster
Chinés (CHO)

Bem caracterizado.

Contém microssomas enddgenas.

PTMs de mamiferos.

Producéo direta de proteinas de
membrana.

Aumento do rendimento com
associacdo de sequéncias IRES.

Baixo rendimento se
comparado a outros sistemas
eucarioticos.

Alto custo de cultivo.
Linhagem celular robusta.

Produgdo de anticorpos
monoclonais.

Anticorpos biespecificos.
Proteina morfogenética do 0sso
humano.

Linhagens
humanas

Otimo ambiente para o correto
enovelamento e montagem de
proteinas humanas.

Contém microssomas enddgenas.

PTMs humanas.

Uso de codons adaptados para
facilitar a sintese de proteinas de
alto peso molecular.

Baixo rendimento se
comparado a outros extratos
eucaridticos.

Alto custo de cultivo.
Tecnologias de cultivo
laboriosas (células sensiveis).

Investigacdo de mecanismos de
replicacéo viral.
Desenvolvimento de drogas
antivirais.

A maior vantagem do extrato de E. coli é seu maior rendimento em relacdo aos outros
tipos de extratos de forma geral, mas isso pode variar pois 0 nivel de proteina sintetizada
é fortemente dependente da proteina alvo (ZEMELLA et al., 2015). Para uma comparacéo
de rendimento, uma sintese de eGFP em um sistema de streptomyces produziu 282+8
pg/mL em 48 horas (LI et al., 2017), enquanto que em um sistema de E. coli produziu
2300 mg/mL de deGFP em 10 horas (CASCHERA e NOIREAUX, 2014). No entanto,
uma das maiores desvantagens do sistema cell-free em organismo procarioto é a
deficiéncia em organelas que realizem modificacGes pds-traducionais. As células de
ovario de hamster chinés (CHO) sdo as células mamiferas mais frequentemente usadas
para producdo de proteinas terapéuticas complexas no sistema baseado em célula, como
0s anticorpos monoclonais e proteinas de membrana (STECH, 2015; THORING et al.,
2017). Células humanas também tém sido estudadas para preparo de lisados (BRODEL
e KUBICK, 2014). Porém, alguns trabalhos hoje ja tém demonstrado a sintese de
glicoproteinas em microrganismos procariontes (KEYS, 2017, SHINODA et al., 2016),
como a sintese dessas proteinas em lisado de E. coli enriquecendo com
oligossacariltransferases e oligossacarideos ligados a lipideos (JARAENTOMEECHAI
et al., 2018). Os lisados das diversas fontes de microrganismos tém sido extensivamente

estudados e otimizados, tornando possivel a sintese de uma vasta gama de proteinas. A
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escolha do extrato depende de uma andlise da proteina alvo, da escala que se deseja

produzir, e das condi¢des financeiras disponiveis.

1.1.1. Vantagens e Desvantagens
Muitas vantagens sdo consequéncias da auséncia de membrana que transforma a célula

em uma “maquina” produtora de proteinas recombinantes. Pelo fato de a célula ndo estar
viva, todos os recursos disponiveis do extrato celular sdo canalizados para expressar 0
gene de interesse (PEREZ et al., 2016). O sistema CFPS desacopla os objetivos da célula
(de crescimento e reproducdo) dos objetivos de producdo da proteina heterdloga
(DUDLEY et al., 2015). Pelo fato de ndo haver sinalizagdo de membrana celular
(feedback negativo), a maior parte das proteinas sdo expressas a partir do molde de DNA
que codifica para a proteina desejada. Isso diminui o processo de purificacdo e aumenta
o rendimento do processo (SULLIVAN et al., 2016). Diversos trabalhos tém demonstrado
a superioridade de nivel de proteina expressdo no CFPS emrelacéo a expressdo em célula.
A sintese de onconase, por exemplo, em sistema cell-free possibilitou um aumento do
nivel de expressdo em 80 vezes em relacdo a expressdo em célula (SALEHI et al., 2016).
Proteinas assim séo consideradas de dificil expressdo por serem citotoxicas, possuirem
alta tendéncia a formar corpos de incluséo, propensao a perda da atividade biologica e
baixo rendimento. Biofarmacos para cancer, vacinas, peptideos/proteinas
antimicrobianas, toxinas, proteinas de membrana, anticorpos, proteinas com aminoacidos
ndo-essenciais, sdo exemplos de proteinas de dificil expressao. Existem varias estratégias
para otimizar a sintese, utilizado tanto nos sistemas baseados em célula como no cell-free.
A vantagem deste ultimo é que 0 ambiente aberto permite suplementacédo diretamente no
meio reacional. Além disso, pelo fato de a proteina ndo ser sintetizada no interior da
célula, o meio em que ela é formada ¢ menos concentrado (frequentemente de 10 a 20
vezes mais diluido), o que melhora o enovelamento de proteinas, reduz astaxas de reagdes
indesejaveis e melhora as taxas de difusdo (SWARTZ, 2012; ROSENBLUM e
COOPERMAN, 2014).

Outro beneficio da plataforma é a capacidade de escalonamento de até 100 litros, com
desempenho quase idéntica aquela observada em experimentos de 20 pl (uma expansao
de 5x10°% (ZAWADA, 2011). Com novos formatos de reagéo desenvolvidos, o tempo de
sintese proteica pbde ser estendido, aumentando o rendimento da plataforma
(PENALBER-JOHNSTONE et al., 2017; THORING et al., 2017; TRAN, 2018). A forma

convencional é em batelada, mas conforme a reacdo ocorre, 0s nutrientes do meio se
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esgotam, sdo formados co-produtos que inibem a continuidade da sintese e a reacéo cessa.
Com a possibilidade de adicdo e remocéo de substratos e monitoramento em tempo real,
é possivel, através de formatos de reacdo de fluxo continuo e troca continua, remover
esses co-produtos e alimentar a reagdo com novos nutrientes e fatores que mantém a
sintese proteica ativa (LU, 2017; LIAN et al., 2014).

Mais uma vantagem do sistema CFPS é a possibilidade de eliminacdo de éareas de
biosseguranca, uma vez que a plataforma pode dispensar o uso de Organismos
Geneticamente Modificados (OGM). Pelo fato de a plataforma permitir a sintese proteica
a partir de moldes de DNA lineares gerados a partir de reacdo de PCR, ndo ha necessidade
dos processos de clonagem para amplificacdo do vetor. O sistema cell-free pode utilizar
0 DNA em trés formas diferentes: produto de PCR linear, plasmideo linearizado ou
plasmideo circular (NOMOTO e TADA, 2018; SCHINN et al., 2016). Esta ultima forma
tem sido a preferida devido a maior suscetibilidade dos moldes lineares a clivagem
nucleolitica. Por outro lado, 0 uso de produto de PCR linear tem a distinta vantagem de
ser simples, pois elimina a necessidade de varios processos que consomem tempo e
recursos financeiros, necessarios quando se usa plasmideos, os quais incluem: ligacdo do
molde de DNA ao plasmideo linearizado, transformacdo do plasmideo em células
compativeis, selecdo de coldnias que abrigam o plasmideo estrangeiro, cultivo celular em
cultura de producdo de plasmideo, isolamento de plasmideo, sequenciamento,
transformacéo do plasmideo em células compativeis, cultura celular para superexpressao
da proteina, cultivo e lise (NOMOTO e TADA, 2018; SCHINN et al., 2016). Em
contraste, adicdo de um fragmento de DNA linear em uma reacdo cell-free permite
expressdo proteica em uma Unica etapa sem a necessidade de processos de clonagem e
cultivo celular. Uma area de biosseguranca nivel 2, por exemplo, requer um investimento
de aproximadamente 7.000 US$/m?, além do custo de manutencdo em torno de 1.100
US$/m?/ano (VITOLO et al., 2015). E um investimento financeiro que deve ser incluido

no calculo dos custos totais de uma producdo da proteina de interesse.

Porém, alguns obstaculos ainda impedem a implementacdo desse sistema para niveis
industriais, como o elevado custo do processo. Ainda que a plataforma CFPS permita a
eliminacdo de etapas de cultivo celular e, consequentemente, de areas de biosseguranca,
a necessidade de suplementar a reagdo com substratos eleva as despesas totais. Em uma
analise geral, o custo é de $1 - $2/mL para o sistema em batelada mais econdémico em

lisado de E. coli quando preparado in house, assim se aproximando de $1/mg de proteina;
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enquanto em uma expressao em célula gira em torno de $0,01/mg de proteina (BUNDY,
2018). Outra desvantagem é a falta de padronizacdo dos métodos. H4 uma variedade de
técnicas de preparacdo do extrato, de reagentes adicionados ao meio e de suas
concentracdes, de meios de cultura, de cepas modificadas, de construcdes genéticas, de
formatos de reacdo e de componentes do citoplasma que podem variar em uma mesma
cepa durante diferentes etapas do crescimento celular. Ao mesmo tempo que isso permite
uma flexibilidade do processo, € necessaria uma otimizacdo para cada produto

individualmente.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens do sistema de sintese protéica livre de células.

VANTAGENS DESVANTAGENS
Ambiente aberto Custo
Sintese de proteinas de dificil expressao Uso de equipamentos altamente especializados
Simplificagdo no processo de purificagédo Falta de padronizacédo dos métodos

Melhor enovelamento da proteina

Escalonamento

Adicéo e remocéo de produtos

Livre de processos de clonagem e cultivo de OGM

1.1.2. Otimizagdes e avangos no sistema CFPS

Com o objetivo de tornar a plataforma cell-free cada vez mais acessivel, muitos trabalhos
tém desenvolvido modos de preparacdo do lisado mais economicamente viavel, com
reagentes de menor custo e utilizando equipamentos ndo tdo especializados. O uso de
prensa francesa e homogeneizadores de alta pressdo, por exemplo, restringem a
preparacdo de extratos a laboratorios melhor equipados (CASCHERA, 2017). Dessa
forma, alternativas como lise por sonicacdo (KWON e JEWETT, 2015), os quais
obtiveram elevado rendimento de sintese com este extrato e possibilidade de
escalonamento de 10 mL a 10 L; ou o rompimento da membrana como uso de lisozima,
choque osmotico e ciclos de congelamento-descongelamento (FUJIWARA e DOI, 2016)
podem substituir os métodos tradicionais e aproximar a tecnologia CFPS de diversos
laboratérios. Para reduzir o custo da plataforma, pesquisas vem explorando o sistema
energético, uma vez que as moléculas doadoras de fosfato de alta energia responsaveis
por um metabolismo eficiente sdo os componentes que mais elevam o preco do CFPS,
tais como 3-PGA (3-fosfoglicerato), PEP (fosfoenolpiruvato) e CP (creatina fosfato)
(LIAN et al., 2014). Outras opgdes como glicose, piruvato ou frutose-1,6-bifosfato como

fontes energéticas para regeneracdo de ATP, e nucleotideos monofosfatos como



precursores moleculares (KIM, 2007; CASCHERA, 2017). Um modelo que foi
desenvolvido utilizando maltodextrina ou maltose acoplado ao 3-PGA alcangou um nivel
de producgéo de 2,3 mg/mL de GFP (CASCHERA, 2013). Os autores, entdo, em um
estudo subsequente, substituiram o 3-PGA por uma molécula de menor custo, o
hexametafosfato, que libera fosfato inorgéanico e desencadeia producdo de glicose-1-
fosfato apos fosforilacdo de polissacarideo (CASCHERA e NOIREAUX, 2015). Outras
estratégias para tornar a plataforma mais barata estdo sendo desenvolvidas, como o
aumento da concentracdo de potassio glutamato e eliminacdo de piruvato, coenzima A,
NAD, tRNA total &cido, folinico, putrescina e aménio glutamato, resultaram em uma
economia de 95% (CAl, 2015).

Simultaneamente, pesquisas buscam aumentar o rendimento do sistema, melhorar o
enovelamento e/ou modificacbes pds-traducionais, formatos de reacdo que estendem o
tempo de sintese proteica. Para as reagdes de transcricdo e traducédo, alguns componentes
sd0 essenciais, tais como cation de magnésio bivalente (Mg?*), nucleotideos,
aminodcidos, reagentes de estabilizacdo, geralmente com 1,2 mM de ATP e 0,85 mM de
GTP, CTP e UTP (KWON e JEWETT, 2015). E importante fornecer os requisitos
estequiometricos para a sintese de proteinas, mas maiores concentragdes de aminoacido
também podem ser vantajosas se as afinidades de alguns dos aminoacil-RNAt sintetases
para 0s seus respectivos aminoacidos ndo forem elevados (SPIRIN e SWARTZ, 2008).
Para a estabilizacdo do sistema, que é frequentemente usado Hepes 57 mM, mas tambem
espermidina 1,5 mM e putrescina 1 mM proporcionam um ambiente quimico intracelular
semelhante (KWON e JEWETT, 2015). Outros fatores, por exemplo, tRNA e acido
folinico para estimular a iniciacdo da traducdo; NAD +, coenzima A e acido oxalico que
estimulam o metabolismo de energia; e T7 RNA polimerase (SALEHI et al., 2016;
ZAWADA et al., 2011). Ajuste no potencial redox pode ser feito com a proporcéo de
glutationa oxidada e reduzida, isomerase de dissulfeto pode ser adicionado para auxiliar
na formacdo de ponte dissulfeto, chaperonas para facilitar a producéo de fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica (scFv), fragmentos ligadores de antigeno (Fab) e anticorpos
inteiros (JIN e HONG, 2018; STECH et al., 2015; MATSUDA et al., 2013; KANTER,
2007). Adicdo de um detergente ndo ibnico a mistura de incubacdo pode ser atil na
prevencdo da agregacdo do produto e melhorar a solubilidade e a atividade especifica das
proteinas; porém é preciso cuidado na escolha ja que este pode interferir nos processos

downstream (KWON e JEWETT, 2015). Além do detergente, lipossomos e nanodiscos



propiciam um ambiente artificial hidrofébico, muito vantajoso para o enovelamento e
funcionalizacdo das proteinas de membrana sintetizadas (SCHOBORG et al., 2018).
Recentemente, especialistas da &rea publicaram revisdes analisando esses aditivos que
suplementam as reacdes cell-free (DOPP, 2019; ZHANG, 2018). S8 inumeros o0s
componentes que podem ser adicionados ao meio e otimizar a sintese proteica. Em
relacdo a extensdo do tempo de reagdo, pesquisadores buscam novos formatos além da
tradicional batelada. Formatos como fluxo continuo e troca continua permitem que
substratos sejam reabastecidos para a continuidade da sintese e a retirada dos co-produtos
que possam inibir a producdo da proteina e cessar a reacdo (PENALBER-JOHNSTONE
et al., 2017; THORING; 2017; TRAN, 2018; STECH et al., 2015; HONG et al., 2015).
Com isso, produgdes em sistemas cell-free puderam aumentar o rendimento de 20 a 40
vezes em comparacdo com o formato em batelada (STECH et al., 2017).

A plataforma CFPS vém sendo otimizada cada vez mais, com melhores rendimentos,
melhor performance, menores custos e cada vez mais competitivo emrelacéo a expressdo
baseada em células. No entanto, sdo varios os protocolos, metodos e técnicas utilizados
para preparacao de lisado, molde de DNA, formatos de reagéo, suplementos adicionados,
sistemas energéticos, dentre outros parametros. E preciso levar em consideracdo a
proteina que se deseja sintetizar, o nivel de expresséo, os equipamentos do laboratorio e

0s recursos financeiros disponiveis.

1.1.3. Aplicagbes

O sistema CFPS tem ampla aplicacdo, podendo ser utilizado tanto na area da pesquisa,
em diagndstico e para producdo de biofarmacos. Na area da pesquisa esta plataforma ja
vem sendo explorada ha décadas, porém mais recentemente novas tecnologias como
biosensores (PARDEE, 2014), dispositivos para tratamento “point-0f-care” (ADIGA et
al., 2018), vacinas (WELSH et al., 2012) e diversas proteinas terapéuticas (CASTELEJIN
et al., 2013) tem sido alvos de estudos. Dessas proteinas terapéuticas, as mais
mencionadas sdo as de dificil expressao. 1sso porque no sistema baseado em célula, essas
proteinas tem um rendimento muito baixo ou necessitam de muitas etapas de purificacao,

re-enovelamento, como discutido previamente.

Um exemplo de proteina de dificil expressdo é o interferon-f1, devido a sua elevada
tendéncia de agregacdo no citoplasma da célula hospedeira. Estudos realizados com essa

molécula ndo obtiveram sucesso para sintetiza-la na forma solivel, mesmo adotando
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diversas estratégias como uso de diferentes cepas de E. coli, meios de cultivo,
temperatura, formas de rompimento celular (método de congelamento-descongelamento,
prensa francesa, agentes caotrépicos) (VILLELA, 2008). Por este motivo, 0 presente
trabalho propde a sintese de interferon-p1b, ja que a plataforma CFPS pode ser uma

alternativa para a sintese de interferon na forma soltvel e em alta quantidade.

1.2, Interferon e a Esclerose Multipla

O interferon-B1 humano recombinante (rhIFN-B1) é uma proteina de 165 aminoéacidos,
com uma massa molecular de aproximadamente 20 kDa. A molécula pode ser sintetizada
com ou sem glicosilacdo, uma vez que a auséncia desta modificacdo pés-traducional ndo
afeta a sua eficcia terapéutica (KARPUSAS, 1997; BASU, 2006). Logo, o rhIFN-B1 ¢é
adequado para a expressdao no sistema cell-free de procariontes. Essa proteina ja é
produzida em E. coli e células CHO por empresas farmacéuticas (RUNKEL, 1998), e o
maior desafio € a sua sintese sob a forma soltivel (LIN, 2002). Devido ao seu forte carater
hidrofobico, a molécula tende a agregar dentro do citoplasma, resultando em corpos de
inclusdo.

Figura 2: Representacdo esquemdtica de dimero cristalogrdfico do INF-8 (Figura adaptada de Karpusas et al A

estrutura cristalogrdfica do interferon 8 humanos com resolugéo de 2,2 A, Proc Natl Acad Sci US A. 1997; 94: 11.813-
11.818..).

Molecule B
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Os interferons (IFN) sdo proteinas que atuam como mediadores na comunicacgao entre
celulas através da ligacdo a receptores especificos da superficie (BORDEN, 2007). O
IFN-B1  desencadeia antiviral, antiproliferativa, atividades anti-infecciosos e
imunomoduladores, sendo utilizado por esta razdo no tratamento da esclerose multipla.
A esclerose multipla é uma doenca neurolégica cronica e auto-imune, em que as proteinas
da mielina sdo atacadas pelo préprio sistema imunolégico do individuo. A
desmielinizacdo expde 0s axonios, impossibilitando a transmisséo dos sinais pelas fibras
nervosas. Ndo ha cura para a doenca. No entanto, terapias imunomoduladoras estdo
disponiveis para melhorar a qualidade de vida. Entre as drogas aprovadas, o IFN-1 é um
dos mais amplamente utilizados no tratamento de esclerose multipla (JAVED e REDER,
2006).

Este biofarmaco se mostrou eficiente na reducéo da progressao da doenga, principalmente
emrelagdo ao acumulo de lesGes cerebrais do tipo surto-remissao. Estas lesdes € o subtipo
mais comumde esclerose multipla, caracterizando-se por exacerbacgdes clinicas agudas e
inflamatdrias na atividade do sistema nervoso central, seguida por periodos de
estabilidade clinica. O mecanismo ainda nédo é totalmente esclarecido, mas sabe-se que a
producdo de interferon enddgena em pacientes acometidos pela esclerose multipla é
deficiente e, portanto, a administracdo deste biofarmaco auxilia na reducéo da progressdo
da doenca. Além disso, devido as propriedades imunomodulatérias do IFN-B1, a
expressdo de MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) classe 11 € reduzida.
Isso reduz a permeabilidade da barreira hematoencefalica e, portanto, reduz a penetragédo
de leucdcitos no SNC, diminuindo o processo de desmielinizacdo. Acredita-se também
que o IFN-B1 participe da ativacdo de células T CD8, contribuindo para a supressédo da
resposta inflamatdria (JAVED e REDER, 2006; VILLELA, 2008).
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Figura 3: Efeitos imunomodulatdrios do interferon-61 na esclerose multipla.
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Os biofarmacos de rhIFN-B1 estdo disponiveis comercialmente, produzidos pelos
seguintes laboratérios (VILLELA, 2008):
e Laboratdrio Bayer Schering / Chiron, com o biofarmaco Betaferon® ou
Betaseron®.
e Laboratdrio Biogen Idec, com o biofarmaco Avonex®.
e Laboratdrio Merck Serono, com o biofarmaco Rebif®

Esses dois Gltimos sdo produzidos no sistema de expressao em célula a partir de linhagens
de células de CHO (ovario de hamster chinés), gerando a molécula na forma glicosilada,
mesma forma do IFN-B1 produzido endogenamente. Sdo chamados de IFN-Bla humano
recombinante. J4 o Betaseron é produzido a partir de células de E. coli, que, por ser um
procarionte, gera moléculas ndo glicosiladas e sdo chamados INF-B1b. Porém, a auséncia
desta modificacdo pds traducional ndo afeta a terapéutica do biofarmaco. Foi aprovado
pela agéncia reguladora estadunidense Food and Drug Administration (FDA) em 1993
(MARK, 1986; VILLELA DR, 2010).
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2. Objetivos

Objetivo Geral
Construcdo do vetor de expressdo para sintese do Interferon-f1b humano recombinante

e sua producdo no sistema de sintese proteica livre de célula.

Objetivos Especificos
Estudo in silico para construcao do vetor de expressao.
Preparacdo do vetor de expresséo linear por reacéo de PCR.
Construcéo do vetor de expressao plasmidial por clonagem do gene do IFN-B1b nos
vetores pEXP5-NT/TOPO e pEXP5-CT/TOPO.
Preparacao dos vetores de expressao por transformagéo em células DH5a, cultivo,
extracdo e purificacao.
Sintese da proteina rhIFN-B1b no sistema de sintese protéica livre de célula.
Sintese da proteina rhIFN-B1b no sistema de sintese baseado em célula.

Identificacdo da proteina expressa.
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3. Materiais e Métodos

3.1. In silico
Foi realizado um estudo in silico para a construgdo do vetor de expressao, utilizando
softwares e servidores online como indicado na Tabela 3. Para obtencdo de informacGes
do interferon-p1b humano recombinante foi realizado um levantamento em bancos de
dados como Uniprot e USC. Pelo site do National Center of Biotechnology Information
(NCBI) foi obtido a sequéncia genética da construcdo otimizada do interferon-B1b
humano. Foi realizado também uma otimizacao de codon para que essa proteina humana
pudesse ser sintetizada em uma célula de E. coli. Com uma relativa alta porcentagem de
cddon raros, o interferon-B1b teria uma produtividade de sintese baixa devido a baixa
frequéncia de RNAs transportadores referentes a esses codons raros. Para isso, a
plataforma da empresa Thermo Fisher Scientific propicia um software préprio para esta
otimizagdo. Tambem pelo site da empresa citada foi realizado a construcéo do vetor de
expressdo linear, com sitio promotor, RBS, gene rhIFN-B1b e terminador. Com a
sequéncia determinada, foi realizada uma predicdo de expressao através do ORFfind do
NCBI, que encontra regides codificadoras (CDS ou OFR) e prevé se a sequéncia
nucleotidica sera transcrita e traduzida para uma proteina. Os sitios de restricdo foram
mapeados pelo software SnapGene; e os primers foram desenhados pelo Primer3Fold,
que determina temperatura de melting, contetido de bases C e G, especificidade e avalia

a possibilidade de formacéo de dimeros.

Tabela 3: Softwares e servidores utilizados para o estudo in silico.

Software/servidor Analise
Estudo da proteina Uniprot, USC
Sequéncia nucleotidica NCBI
Otimizacdo de cddon Thermo Fisher Scientific

Construcdo do vetor de expressdo  Thermo Fisher Scientific GeneArt

Predicdo de expressao ORFfinder
Mapa de restricdo SnapGene
Design de primers Primer3Fold
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3.2 Rea¢dao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers (direto e reverso) foram desenhados pelo software Primer3Fold e adquiridos
da Exxtend. Apos a chegada do produto, adicionou-se agua ultrapura livre de DNase e
RNase para uma concentracédo de 100 uM e estocados a -20°C.

A reacéo foi realizada em microtubo de 0,2 mL em duplicata, de acordo com os volumes
indicados na tabela 4. O kit de PCR utilizado foi Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen).

Tabela 4: Reagentes da reagdo de PCR, com respectivas concentragdes do estoque e volumes a serem adicionados
em uma reagdo de 25 L.

Reagente COEZ?Q;LagaO Volume (pL)
Molde de DNA 130 po/pL 2,0
Tampdo PCR 10X 2,5
MgSOg4 50 mM 1,25
dNTP 10 mM/cada 5,0
Primer direto 1 pmol/uL 0,5
Primer reverso 1 pmol/uL 0,5
Agua ultrapura - 13,05
Taq polimerase 5 U/uL 0,2
Volume Total 25

A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador Verity. O programa foi definido de
acordo com o protocolo do laboratério e com base nas temperaturas de melting dos

primers calculadas pelo software Primer3Fold.

Tabela 5: Programa do termociclador para a reagéo de PCR.

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao 94°C 3 minutos

Desnaturacao 94°C 1 minuto

Anelamento 60 °C 1 minuto 30 vezes
Extensao 72°C 2 minutos

Extensao final 72°C 7 minutos

Resfriamento 4°C indefinidamente
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3.3. Eletroforese em gel de agarose

Para confirmar a amplificagcdo do gene, foi realizado uma eletroforese em gel de agarose.
O gel foi preparado com 1,2% de agarose em 1x tampédo TAE (Tris-Acetato-EDTA). A
agarose foi dissolvida por calor em micro-ondas, adicionou-se SYBR safe DNA gel stain
(Thermo Fisher Scientific) e a mistura foi colocada em um suporte para solidificar. Apos
solidificado, o gel foi transferido para a cuba onde ficou submerso em 1x tampéao TAE.
As amostras foram preparadas com 6 x tampéo de amostra (Thermo Fisher Scientific). O
marcador utilizado foi 1 Kb Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). O ensaio foi
realizado em uma voltagem de 100 V. Apds a corrida, o gel foi visualizado em uma
camara com luz UV e fotografado através do software Carestream.

3.4. Clonagem do Interferon-B1b nos vetores de expressao
pEXP5-NT/TOPO e pEXP5-CT/TOPO

Dois plasmideos TOPO (obtidos da Life tecnologies) foram utilizados para clonar o gene
do IFN-B1b: TOPO com cauda de histidina amino-terminal (pEXP5-NT/TOPOQO) e TOPO
com cauda de histidina carboxila-terminal (pEXP5-CT/TOPO) (Figura 4). Ambos contém
promotor do bacteriéfago T7 para expressao induzivel de alto nivel de proteina de
interesse, sitio de ligacéo ribossomal (RBS), cauda de histidina, resisténcia a ampicilina,
origem pUC de alta capacidade de replicacdo e manutencdo do plasmideo em E. coli e
um sitio de clonagem para insercéo de produtos de PCR amplificados por Tag.

Figura 4: Representagéo dos plasmideos usados neste estudo. (a) pEXP5-NT/TOPO com 2,75 kb e (b) pEXP5-CT/TOPO
com 2,7 kb.
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3.4.1. Adicao de adeninas as extremidades do produto de PCR

Enzimas Taq polimerase de alta fidelidade removem as adeninas 3’ dos produtos de PCR,
0 que dificulta a reacdo de clonagem em vetores TOPO. Para isso, foi realizado uma
incubacgéo do produto de PCR com 1U de Taq polimerase por tubo a 72°C por 10 minutos
(Manual da Thermo Fisher). N&o é necessario mudar o tamp&o, uma quantidade suficiente
de produtos de PCR adiciona adenina a extremidade 3°.

3.4.2. Clonagem molecular

Para inser¢do do gene IFN-B1b nos vetores TOPO, foi realizado a reagdo de clonagem

com o produto de PCR fresco.

Tabela 6: Componentes para a reagdo de clonagem e respectivos volumes.

Reagentes Volume
Produto de PCR fresco 2 ul
Solugéo Salina 1pl
Agua 2 ul
Vetor TOPO 1l
Volume final 6 ul
3.5. Transformacgao

Apos a construcdo dos vetores de expressdo TOPO, células DH5a foram transformadas

para aumento da quantidade de plasmideos e preparo de banco para estoque dos vetores.

3.5.1. Preparo das cepas quimiocompetentes

Para a reacdo de transformacéo de E. coli, as células passaram antes por um processo de
quimiocompeténcia (Current Protocols for Molecular Biology). Uma coldnia de células
E. coli DH5a foi cultivada overnight a 37°C e 250 rpm em tubo falcon estéril de 15 mL
com 5 mL de meio Luria-Bertani (LB) sem suplementacao de antibiotico. Apo6s 18 horas,
a densidade Otica foi medida em comprimento de onda de 590 nm (DO.). Em seguida, as
células foram inoculadas em meio LB novo, novamente a 37°C e 250 rpm, até a DOs, =
0,375. As culturas foram aliquotadas em tubos falcon estéril de 50 mL e mantidas no gelo
por 10 minutos. As células foram centrifugadas por 7 minutos a 1600 x g (3000 rpm) 4°C.
O pellet obtido foi ressuspendido em 10 mL de solugéo de CaCl, gelada (60 mM CaCly,
15% glicerol, 10 mM HEPES pH 7.0) e centrifugado novamente por 5 minutos 1100 x g
(2500 rpm) 4°C. O pellet obtido foi ressuspendido em mais 10 mL de solucdo de CaCl,
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gelada e centrifugado na mesma programacdo anterior. Por fim, o pellet obtido foi
ressuspendido em 2 mL de solucéo de CaCl. gelada e estocadas em microtubos a -80°C.

3.5.2. Transformagao

Apo6s obtencdo das células quimiocompetentes, foi realizado a reacdo de transformacao
dessas células com os plasmideos TOPO previamente construidos. O plasmideo é inserido
na célula por transformacdo térmica utilizando o choque térmico. Para cada reacdo de
transformacdo foi usado 100 pl de células e 1 pl da preparacdo de plasmideo (10 ng). A
mistura foi incubada no gelo por 30 minutos e, em seguida, colocada em banho-maria a
42°C por 45 segundos. Logo ap6s, o tubo foi colocado no gelo por 2 minutos. Adicionou-
se 1 mL de meio LB e incubou por 1 hora a 37°C.

3.5.3. Seleg¢ao e Isolamento de colonias positivas

Apos o periodo de 1 hora para recuperagéo das celulas, semeou-se 100 pl em placas LB
agar suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e incubou-se a 37°C overnight. No dia
seguinte, foram escolhidas colbnias isoladas da placa e cultivadas em 15 mL de meio
liquido LB suplementado com 100 pg/mL de ampicilina. Os tubos foram incubados a 250

rpm e 37°C overnight.

3.5.4. Preparo do banco

Parte do cultivo obtido da etapa anterior foi aliguotado em microtubos de 1,5 mL: 0,5 mL
do cultivo e 0,5 mL de glicerol 30% estéril. Os microtubos foram estocados em

ultrafreezer a -80°C.

3.6. Extracao e purificagdo do plasmideo

Para obtencdo do plasmideo a partir das células DH5a transformadas, foi realizado uma
extragdo com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). De acordo com 0
protocolo do kit para volumes maiores, foi centrifugado 3 mL do cultivo bacteriano por
1 minuto a velocidade maxima (15000 rpm) em duas etapas de 1,5 mL. O pellet obtido
foi ressuspendido em 600 pL de tampdo TE. Adicionou-se 100 uL do tampéo de lise a
mistura, tornando a solucdo azulada (indicativo de lise das células). Mais 350 pL da
solugdo de neutralizacdo foi adicionada e centrifugou-se por 3 minutos a velocidade
méaxima. Cerca de 900 uL do sobrenadante foi transferido para a minicoluna do kit e,

junto com o tubo de coleta, centrifugou-se novamente por 1 minuto a velocidade maxima.
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O sobrenadante que passou para o tubo de coleta foi descartado e adicionou-se 200 pL da
solugdo de remocdo de endotoxinas, centrifugando por mais 1 minuto. Por fim a
minicoluna foi transferida para um microtubo limpo, adicionou-se 30 pL do tampdo de
eluicdo na coluna e centrifugou-se por mais 1 minuto. A solucéo obtida foi armazenada a

-20°C. O DNA plasmidial obtido deste procedimento foi quantificado em Nanodrop.

3.7. Sequenciamento de DNA

Foi realizado um sequenciamento genético dos vetores TOPO-CT e TOPO-NT clonados
com o gene do IFN-B1b. A analise foi feita pelo Instituto Butantan.

3.8. Expressao no sistema de sintese proteica livre de célula

O kit Expressway' " Cell-Free E. coli Expression System (Invitrogen) adquirido contém o
extrato de E. coli otimizado e todos 0s componentes para expressao da proteina de
interesse. A reacgéo foi realizada em criotubo estéril de 1,6 mL a 37°C em shaker orbital
a 300 rpm por 6 horas. O volume final de cada reacéo foi de 100 pL e os reagentes foram
adicionados nas quantidades indicadas na tabela 7. Foram seis grupos de sintese proteica

com diferentes moldes de DNA:

Tabela 7: Reagentes utilizados na reagdo de sintese proteica livre de célula e seus respectivos volumes em L.

Reagente Volume

Extrato de E. coli slyD 20 pL

2.5X IVPS Tampao de Reacao E. coli 20 pL

50 mM Aminoacidos 1,25 pL

75 mM Metionina 1puL

Mix da enzima T7 1puL

Sequéncia de DNA 1ug

Agua destilada livre de DNase/RNase Volume final de 50 pL

O volume de DNA utilizado variou, conforme a concentracdo de cada um (tabela 8). O

total do volume de DNA e 4gua a serem adicionados totalizaram 6,75 L.

Tabela 8: Volume de DNA e dgua a serem adicionados em cada amostra.

DNA Concentracdo Vol. DNA Vol. 4gua
IFN-TOPO-NT 222,9 ng/ul 4,5 2,25
IFN-TOPO-CT 214,8 ng/ul 4,7 2,05
DNA linear 804,4 ng/ul 1,2 5,55
PMAT 347,2 ng/ul 2,9 3,85
CALML3/controle 1000 ng/pl 1 5,75
positivo

Controle negativo 0 ng/ul 0 ng/pul 6,75

20



Ap06s 30 minutos de incubacdo, o tampdo de alimentacéo é adicionado a reagdo. O tampao
de alimentacdo é composto pelos reagentes representados na tabela 9.

Tabela 9: Reagentes do tampdo de alimentagdo e seus respectivos volumes em L.

Reagente Volume

2X IVPS Tampao de Alimentagéo 25 pL

50 mM Aminoé&cidos 1,25 pL

75 mM Metionina 1puL

Agua livre de DNase/RNase Volume final de 50 pL

Apos 5,5 horas, os tubos foram retirados do shaker e armazenados a -20°.

3.9. Expressao no sistema baseado em célula

As placas contendo meio LB e &gar foram suplementadas com 100 pg/mL de ampicilina
para a cepa BL21 (DE3) e com 100 pg/mL de ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol
para a cepa Rosetta (DE3). Incubou-se a 37°C overnight.

No dia seguinte, foram escolhidas colbnias isoladas das placas, que foram cultivadas em
15 mL de meio LB suplementado com 100 pug/mL de ampicilina para a cepa BL21 (DE3)
e com 100 pg/mL de ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol para a cepa Rosetta (DE3).
Mediu-se a DOego € incubou-se 0s tubos a 37°C e 250 rpm até DO atingir um valor entre
0,5 e 0,8 (3 horas). A cultura foi dividida em tubos falcon de 50 mL, com 5 mL cada e
induziu-se com IPTG 0,1 mM de acordo com estudo ja realizado por Villela (2008). As
culturas foram incubadas a 250 rpm e 37°C overnight. No dia seguinte, as amostras foram

centrifugadas a 10000 x g por 10 minutos e o pellet foi armazenado a -20°C.
3.10. Analise da proteina

3.10.1. Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil-sulfato de sodio (SDS) foi
realizada para identificar uma banda de aproximadamente 22 kDa, referente ao peso
molecular do interferon-B1b. Realizou-Se previamente uma precipitacdo das proteinas
comacetona. O pellet foi ressuspendido em tampéo Tris e as amostras foram tratadas com
tampao de amostra Laemmli 1x (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0,004%
azul de bromofenol e 0,125 M Tris-HCI, pH aproximadamente 6,8). As amostras foram

aquecidas a 100°C por 10 minutos e aplicadas em gel gradiente de 5-15%. A eletroforese
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ocorreu a 120 mV usando tampéo de amostra composto de glicina 192 mM, Tris 25 mM
e 0,1% de SDS, pH 8.3. Os géis foram corados com Coomassie Blue e descorados com
solucdo 30% etanol/10% &cido acetico. O marcador molecular utilizado foi o GE
Rainbow Full Range.

3.10.2. Western blotting

Para o ensaio de Western blotting, foi realizado uma eletroforese em SDS-PAGE sem
corar o gel. O dispositivo foi montado utilizando duas esponjas, dois papéis filtro e uma
membrana de PVDF. Todos os componentes foram pré-tratados em tampdo de
transferéncia contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM e 20% metanol antes da montagem.
A transferéncia foi realizada a 100 mV, 350 mA, por 1 hora. A membrana foi entdo
bloqueada com tampdo TBS-Tween contendo 5% de leite desnatado (Molico). A
membrana foi lavada 3 vezes com tampdo TBS-Tween e incubado overnight a 4°C com
0 anticorpo anti-His6 diluido em TBS-Tween 5% leite desnatado 1:500. No dia seguinte
a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-Tween e incubada novamente com o anticorpo
secundario (diluido em TBS-Tween 5% leite desnatado 1:15000). O gel foi visualizado

através do software ImageStudio.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Andlise do gene Interferon-B1b

Realizou-se um levantamento em bancos de dados como Uniprot para o gene selvagem
do interferon-B. O gene localiza-se no cromossomo 9 do genoma humano e a proteina na
sua forma enddgena é composta por 166 aminoacidos, com peso molecular de
aproximadamente 23 kDa. Possui modificacGes pds-traducionais como glicosilacéo,
ponte dissulfeto e peptideo sinal. Glicosilagdes ndo sao realizadas por microrganismos
procariontes, mas um estudo anterior (RUNKEL, 1998) demonstrou que a auséncia desta
modificacdo pods-traducional ndo afeta a eficacia terapéutica do biofarmaco. Outra
informacao obtida foi que a sequéncia nucleotidica é composta apenas por um éxon.
Portanto, tendo em vista a auséncia de introns e a possibilidade de ndo glicosilar a
proteina, determinou-se que o sistema de expressédo cell-free seria em Escherichia coli. O
lisado de E. coli foi escolhido por garantir um alto nivel de expressdo e porque 0

Betaseron ja € sintetizado neste microrganismo, porém no sistema baseado em célula.

Figura 5: Andlise das modificagées pds traducionais do interferon beta 1. A proteina foi anotada com evidéncias
experimentais. Dados do banco da Uniprot.

PTM / Processing’

Molecule processing

Feature key Position(s) Description Actions Graphical view Length

Signal peptide* 1-21 @& Add % BLAST 21
Chain® (PRO_0000016400 22 - 187 Interferon beta & Add % BLAST 166
Aminoe acid modifications

Feature key Position(s) Description Actions Graphical view Length
Modified residue’ 24 Phosphotyrosine @ By similarity 1

Disulfide bond* 52 < 162 4 1 Publication

Glycosylationi 101 N-linked (GlcNAc...) asparagine 1

Foram realizadas algumas modificacbes na sequéncia nucleotidica. Uma delas foi a
retirada da sequéncia que codifica o peptideo sinal, uma vez que a auséncia de membrana
do sistema CFPS torna desnecessaria uma sinalizacdo para exportar a proteina. Outra
alteracdo foi uma mutacdo no cédon que codifica a cisteina-17 (A - T). O interferon
possui trés residuos de cisteina, localizados nas posi¢des 17, 31 e 144. Qualquer dessas
cisteinas podem interagir entre si e formar pontes dissulfeto, mas somente uma

conformacéo (entre as cisteinas 31 e 144) torna a molécula estavel e biologicamente ativa.
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Estudos anteriores ja reportaram que trocar a cisteina-17 por uma serina preveniu a

formacdo de pontes dissulfeto incorretas (MARK, 1986).

4.2, Planejamento in silico do vetor de expressao linear

Para a construcdo do vetor de expressao linear, incluiu-se alguns elementos a upstream e
downstream do gene. A upstream o promotor T7, que codifica a RNA polimerase do
bacteriéfago T7 e tem capacidade de induzir alto nivel de expressao, e o sitio de ligacao
ribossomal (RBS). O gene do interferon possui o codon de inicio (ATG) e, ap6s o cddon
de parada, hd uma regido terminadora T7 que aumenta a estabilidade do RNA mensageiro
e melhora o rendimento de sintese (NOMOTO, 2018). A sequéncia nucleotidica e de

aminoacidos estéo na figura 6 e, destacado em azul, tem-se o gene do interferon-f1b.

Figura 6: Sequéncia nucleotidica do vetor de expressdo linear para sintese da proteina recombinante IFN-81b (GeneArt).

1. CATATGATGCATCGGTTAATACGACTCACTATAGGGAGACACACGACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTE
M S Y N L L G F L Q R S S N
70. TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATACCCTTATGAGCTATAATCTGCTGGGTTTTCTGCAGCGTAGCAGCAA

F Q S Q K L L W Q L N G R L E Y Cc L K D R M N
13. TTTTCAGAGCCAGAAACTGCTGTGGCAGCTGAATGGTCGTCTGGAATATTGTCTGAAAGATCGCATGAA

F D I P E E 1 K Q L a Q F Q K E D A A L T I Y
208 CTTTGATATCCCGGAAGAAATTAAACAGCTGCAGCAGTTCCAGAAAGAAGATGCAGCACTGACCATTTA
E M L Q N I F A 1 F R Q D S S S T G W N E T
277. TGAAATGCTGCAGAACATCTTTGCCATCTTTCGTCAGGATAGCAGCAGCACCGGTTGGAATGAAACCAT:
v E N L L A N v Y H Q I N H L K T v L E E K ]

346 TGTTGAAAACCTGCTGGCCAATGTGTATCATCAGATTAATCATCTGAAAACGGTGCTGGAAGAGAAGCT:
E K E D F i 2 R G K L N S S L H L K R Y Y G R
415, GGAAAAAGAAGATTTTACACGCGGTAAACTGATGAGCAGCCTGCATCTGAAACGTTATTATGGTCGTAT

L H Y L K A K E Y S H Cc A W 1 1 v R v E 1 L R
484. TCTGCACTACCTGAAAGCCAAAGAATATAGCCATTGTGCATGGACCATTGTGCGTGTTGAAATTCTGCG
N F Y F I N R L T G Y L R N

553. TAACTTCTATTTCATTAATCGCCTGACCGGTTATCTGCGCAATTAAAAGGGTGTTTAAACTATATAGAA

622 TAAAAGAACAAACCTTAGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGG

691. GTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATAATGGATCC

Os elementos do vetor de expressdo linear e suas respectivas sequéncias nucleotidica estdo
listados abaixo e representados esquematicamente na Figura 8.

1. Enzima de restricdo (Ndel) : CATATG
2. Espagoantes do T7: ATGCATCGGT
3. T7: TAATACGACTCACTATAGGG
4. Espacgo T7-RBS:

AGACACACGACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGA
5. RBS: AGGAGA
6. Espaco RBS-IFN: TACCCTT
7. 1FN-beta 1b:
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ATGAGCTATAATCTGCTGGGTTTTCTGCAGCGTAGCAGCAATTTTCAGAGCCAGAA
ACTGCTGTGGCAGCTGAATGGTCGTCTGGAATATTGTCTGAAAGATCGCATGAACT
TTGATATCCCGGAAGAAATTAAACAGCTGCAGCAGTTCCAGAAAGAAGATGCAGC
ACTGACCATTTATGAAATGCTGCAGAACATCTTTGCCATCTTTCGTCAGGATAGCAG
CAGCACCGGTTGGAATGAAACCATTGTTGAAAACCTGCTGGCCAATGTGTATCATC
AGATTAATCATCTGAAAACGGTGCTGGAAGAGAAGCTGGAAAAAGAAGATTTTAC
ACGCGGTAAACTGATGAGCAGCCTGCATCTGAAACGTTATTATGGTCGTATTCTGC
ACTACCTGAAAGCCAAAGAATATAGCCATTGTGCATGGACCATTGTGCGTGTTGAA
ATTCTGCGTAACTTCTATTTCATTAATCGCCTGACCGGTTATCTGCGCAATTAA

8. Espaco IFN-T7 terminator:
AAGGGTGTTTAAACTATATAGAATAAAAGAACAAACCTTA
9. T7 terminator:

GCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTT
TTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATAAT

10. Enzima de restricdo (BamHI): GGATCC

Figura 7: Esquema dos elementos do vetor de expressdo linear.

m ATG Interferon-1b STOP T7 term

4.3. Otimizagao de cédon

O codigo genético ¢ degenerado, ou seja, um mesmo aminoacido pode ser codificado por
diferentes codons. Assim, existe um maior nimero de codons do que aminoacidos e seus
respectivos RNAs transportadores (tRNA). Quando as primeiras sequéncias de genes
foram determinadas, observou-se que os codons sdo usados de forma ndo-aleatoria. Em
outras palavras, alguns genes altamente expressos usam preferencialmente um
subconjunto de codons, o que sugere uma relacdo entre o viés de codon e a expressao de
proteinas. Dependendo do organismo hospedeiro, é diferente a frequéncia com que alguns
tRNA sdo codificados. Portanto, a otimizacdo dessa sequéncia para tRNAs mais
frequentes para o organismo escolhido como hospedeiro torna possivel o aumento da

sintese, mimetizando o padrdo de viés de cddon.

Essa descoberta levou ao desenvolvimento de diversos softwares de melhoria de codon.
Os programas se diferenciam entre si pela estratégia utilizada, como por exemplo, a forma
em que o Viés de codon é medido, o nimero de variaveis consideradas, as aplicacdes e as
implementacdes. Algumas técnicas utilizam o codon mais ideal entre todas as

possibilidades de aminoécidos, outras ajustam o uso de codons de modo proporcional a
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distribuicdo natural do organismo hospedeiro, outras incluem a harmonizagéo de codon,
que busca identificar e manter regides de traducgéo lenta importantes para o enovelamento
da proteina (MAURO e CHAPPELL, 2014). Existem diversas abordagens, mas de uma

forma geral, todas elas evitam utilizar codons raros.

Dessa forma, como a molécula do interferon recombinante possui 14 cddons raros para

E. coli, optou-se pela otimizacdo de c6dons. Outros estudos optaram pela utilizacdo de
cepas de E. coli capazes de expressar RNASs transportadores raros para a traducdo de
proteinas humanas, como por exemplo a Rosetta(DE3), Rosetta-gami(DE3), BL21
CodonPlus(DE3) (VILLELA, 2008). No presente estudo, o extrato utilizado ndo foi de
cepa otimizada para cédons raros e, portanto, foi realizado uma otimizacdo dos codons.
A otimizacao foi realizada pelo software da GeneArt (GeneArtAG), utilizando o software
proprio GeneOptimizer. Este leva em consideracdo alguns parametros como adaptacao
de cddon, sintese e estabilidade de mRNA e eficiéncia de transcricdo e tradu¢do. Um
alinhamento de sequéncias feito pelo EMBOSS Water (Figura 8) identifica quais
nucleotideos foram trocados para que diferentes RNAs transportadores sejam utilizados

no momento da transcricao.

Figura 8: Alinhamento entre a sequéncia selvagem e a sequéncia com codon otimizado do Interferon-61b. Andlise
realizada pelo servidor EMBOSS Water.

EMBOSS_@2al 64 ATGAGCTACAACTTGCTTGGEATTCCTACAAAGAAGCASCAATTTTCAGAG 113
FLERERE i e EORE- R E L e LT il
EMBOSS_@al 1 ATGAGCTATAATCTGCTGGETTTTCTGCAGCGTAGCAGCAATTTTCAGAG 5@
EMBOSS_B8a1 114 TCAGAAGCTCCTGTGECAATTEAATGEGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGG 163
SEEEE - L e b el el
EMBOSS_@2al 51 CCAGAAACTGCTGTGECAGCTEAATGETCOTCTEEAATATTGTCTGARAG 1e2
EMBOSS_@2al 164 ACAGGATGAACT TTGACATCCCTGAGGAGAT TAAGCAGCTGCAGCAGTTC 213
P c b LERERT R e PR E - TR LRl
EMBOSS_eal 181 ATCGCATGAACTTTGATATCCOGEAAGAAAT TAAACASCTECAGCAGTTC 158
EMBOSS_@a1 214 CAGAAGGAGGACGCCECATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTT 263
FEEEE T Ea b e b L EE P E PR el
EMBOSS_@2al 151 CAGAMAGAAGATGCAGCACTGACCATTTATGAAATGCTGCAGAACATCTT 289
EMBOSS_@2al 264 TGCTAT-TTTCAGACAAGAT - TCATCTAGCACTGGCTGGAATGAGACTAT 311
FLE-00 BER ttra et b PRttt hererir-ni-1
EMBOSS_eal 281 TECCATCTTTC-GTCAGEATAGCAGE - AGCACCEGT TOGAATGAAACCAT 248
EMBOSS_@a1 312 TETTGAGAACCTCCTEGCTAATGTCTATCATCAGATAMACCATCTGAAGA 361
FLEIET- R R - e e - e -er- 1.
EMBOSS_@2al 249 TGTTGAAAACCTGCTGECCAATGTGTATCATCAGATTAATCATCTGARAS 298
EMBOSS_@2al 362 CAGTCCTGGAAGAAAMACTGGAGAAAGAAGATTTCACCAGEGGEAARACTC 411
Lol -t P e b e et a b el -
EMBOSS_eal 299 COGTGCTGGAAGAGAAGC TGGAAAAAGAAGATTTTACACGCGETAAACTG 348
EMBOSS_@a1 412 ATGAGCAGTCTGCACCTGAAALMGATATTATGEGAGEAT TCTGCATTACCT as51
FLRREREE- R - e - bttt
EMBOSS_@2al 349 ATGAGCAGCCTGCATCTGAAACGTTATTATGGTCGTATTCTGCACTACCT 398
EMBOSS_@2al 452 GAAGGCCAAGGAGTACAGTCACTGTGCCTEEACCATAGTCAGAGTGEAAA 511
FEE-T0EEr- e e b - R il e et -1l
EMBOSS_eal 399 GAAAGCCAAAGAATATAGCCATTGTGCATGGEACCATTGTGCGTGTTGAAS 448
EMBOSS_@a1 513 TCCTAAGGAACTTTTACTTCATTAACAGACT TACAGGT TACCTCOGARAC 561
LoDl - i b TR0
EMBOSS_@2al 449 TTCTGCGTAACTTCTATTTCATTAATCGCCTGACCGET TATCTGCGCAAT 498
EMBOSS_@2al 562 TGA S5
[
EMBOSS_@al 499 TaA se1
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Com todas as modificacdes realizadas no gene, a proteina do interferon-p1b humana
recombinante possui um peso molecular de aproximadamente 20 kDa. A proteina
codificada pelo vetor de expressdo TOPO possui uma cauda de histina que aumenta o
peso molecular final da proteina para cerca de 22,5 kDa.

4.4. Design dos primers

Foram realizadas reac6es de PCR para trés finalidades. A primeira foi a amplificacdo do
gene do interferon para clonagem no vetor TOPO. Para isso, foi desenhado o primer “IFN
TOPO Foward”, o “IFN TOPO-CT Reverse” € o “IFN TOPO-NT Reverse”. Foram
construidos dois primers reversos para os dois tipos de vetores TOPO. Ambos 0s vetores
possuem praticamente 0s mesmos elementos, a diferenca entre eles € a posicao da cauda
de histidina, na qual um fica na extremidade carboxila terminal (C terminal) e o outro na
amino terminal (N terminal). No vetor em que a cauda de histidina fica a N terminal, o
primer reverso se inicia no primeiro codon ATG e termina no TAA (em azul claro na
figura 9). Ja no vetor que possui cauda de histidina a C terminal, é necessario que o primer
reverso ndo possua o codon de terminacdo TAA do gene do interferon para que a
transcricdo continue e codifique a cauda de histidina (em azul escuro na figura 9). A
segunda finalidade da PCR neste estudo foi para confirmar a clonagem do gene nos
vetores TOPO. Para isso foi desenhado o vetor “Check Foward” (em roxo na figura 9). O
par reverso deste pode ser qualquer dos primers reversos, desde que as temperaturas de
anelamento estejam proximas. E a terceira aplicacdo é para amplificacdo do vetor de
expressdo linear e obtencdo de maior quantidade de DNA (Linear Foward e Linear

Reverse — em verde na figura 9). Portanto, os paressdo: 1e2;1e3;4e5;6¢e3.

Tabela 10: Lista dos primers utilizados nas reagdes de PCR, com suas respectivas sequéncias nucleotidica e
propriedades (numero de pares de bases, temperatura de melting e contetido CG).

Nome do primer Sequéncia 5°-3’ Propriedades
1-1FN TOPO Foward ATGAGCTATAATCTGCTGGGTTTTC 25 pb, Tm59°C, 37,5 % CG
2 - IFN TOPO-NT Reverse TTAATTGCGCAGATAACCGG 20 pb, Tm 56°C, 45,5 % CG
3 - IFN TOPO-CT Reverse ATTGCGCAGATAACCGGTC 19 pb, Tm 58°C, 50,0 % CG
4 - Linear Foward ATGCATCGGTTAATACGACTCAC 23 pb, Tm 58°C, 43,5 % CG
5 - Linear Reverse ATTATCCGGATATAGTTCCTCCTTTC 26 pb, Tm 57°C, 37,0 % CG
6 - Check Foward TTAAGAAGGAGATACCCTTATGAGC 25 pb, Tm 57°C, 28 % CG
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Figura 9: Representagdo esquemdtica do uso dos primers e sua localizagéio de anelamento na sequéncia nucleotidica
alvo.
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Foi realizada uma analise in silico para que o primer tenha uma temperatura de melting
(Tm) entre 50 e 60° C, que é a temperatura de desnaturacdo de metade das moléculas de
DNA. Primers com Tmacima de 65°C tem uma tendéncia para anelamentos secundarios.
Existem varios métodos de se calcular a Tm, sendo a teoria termodinamica de Nearest
Neighbor a mais aceita e de maior fidelidade. Com o valor da Tm, é possivel estimar o
valor da temperatura de anelamento (Ta), definido como 3 a 5°C abaixo da Tm. Também

foi analisada a especificidade dos primers e a possibilidade de formacéo de dimeros.

4.5. Verificagdo da sequéncia adquirida

A sequéncia nucleotidica do gene do IFN-B1b estava clonado em um plasmideo (pMA)
de 2456 pares de bases com resisténcia a ampicilina, cujo mapa do vetor esta representado
na Figura 10. O DNA foi ressuspendido em &gua ultrapura para uma concentracéo final
de 500 ng/pL. Uma segunda aliquota foi feita para uma diluicdo na concentracdo de 26
ng/uL para os ensaios de PCR e preparo do banco do gene (transformacdo de DH5a e

armazenamento a -80°C).
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Figura 10: Mapa do plasmideo (pMA) no qual foi clonado o gene Interferon-81b recombinante.

Col E1 origin

Para conferir o tamanho do fragmento, o plasmideo foi extraido da célula e purificado
com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) e submetido a uma
eletroforese em gel de agarose. No entanto, pelo fato de o plasmideo estar em uma
estrutura superenovelada, apareceu uma banda de menor tamanho que o esperado — que
seria de 3,2 kb (Figura 11a). Por isso, linearizou-se o plasmideo através da digestdo com
a enzima Xbal, que cortou o fragmento em um Unico local (de acordo com o0 mapa de

restricdo da Figura 10), identificando-se a banda na posicéo esperada (Figura 11b).

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose do plasmideo circular (a) e do fragmento linearizado com a digestdo de
Xbal (b).
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4.6. Preparo do vetor de expressao pEXP5/TOPO-IFN

Para expressdo no sistema livre de célula através de plasmideo circular foi utilizado o
vetor TOPO® TA Cloning® (Invitrogen). A construgdo deste vetor com o gene do
interferon-B1b é mostrado na Figura 12. Este vetor baseia-se na topoisomerase I, isolada
do virus Vaccinia, que reconhece a sequéncia de DNA 5°-CCCTT-3’ e abre a dupla fita
neste local. A energia da quebra da ligacdo fosfodiéster é armazenada em uma ligacao
covalente entre o fosfato 3’ da fita clivada e em um residuo de tirosina da topoisomerase
I. Na presenca de um fragmento de DNA com um grupo 5’hidroxil, a ligacdo covalente
é desfeita e as duas duplas fitas sdo unidas, liberando a topoisomerase |. Para que a
ligacdo ocorra de forma complementar a timina terminal, o produto de PCR deve possuir
adenina nas extremidades 3’. A Taq DNA polimerase possui uma atividade de
transferase terminal independente do DNA, que adiciona adenina as extremidades 3’ do
produto de PCR. Dessa forma, é possivel clonar o produto de PCR no vetor TOPO sem
0 uso de ligase ou enzimas de restricdo (Figura 13). Entretanto, para que a amplificagdo
do inserto ndo contenha erros, foi utilizada uma polimerase de alta fidelidade, a qual ndo
possui a atividade de inserir adeninas as extremidades 3’. Para isso, apds a reagdo de

PCR, foi realizado uma incubacdo com a Taq convencional para adicdo das adeninas.

Figura 12: Andlise da sequéncia do vetor de express@o para detecgdo de regides que possam ser reconhecidas por
enzimas de restri¢do (SnapGene).
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Figura 13: Funcionamento do vetor TOPO-TA Cloning.
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O ensaio de PCR para amplificacdo do gene do IFN-B1b foi otimizado para que houvesse
um maior niamero de fragmentos amplificados (proporcionalmente a intensidade da
banda). Para isso, alterou-se a concentragdo de DNA (linhas | e 1V), de primers (linhas
I1 e V)ededNTPs (linhas 111 e VI). Como podemos observar na figura 14, o aumento da
concentracdo de dNTPs (20 mM) aumentou a intensidade da banda, ou seja, maior foi a
quantidade de fragmentos gerados na reacdo de PCR.

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose. O padrdo de peso molecular utilizado foi o GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific)
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Tamanho Y11 QD wov

da banda
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Legenda: linhas | e IV ha menor concentracdo de DNA; linhas Il e V h& menor concentracdo de DNA e maior
concentracao de primer; e linhas Il e VI h& menor concentracé@o de DNA e maior concentracao de dNTPs

Portanto, para a construcdo do vetor de expressdo, foi realizado a seguinte sequéncia de
ensaios: PCR para a amplificagdo do gene do IFN-B1b, incubacdo com a Taq para adigdo
de adeninas as extremidades 3’°, clonagem nos vetores pEXP5-NT/TOPO e pEXP5-

CT/TOPO, transformacdo do vetor em células DH5a, selecdo das colonias positivascom
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o0 plaqueamento em LB-Agar suplementado com ampicilina, cultivo em meio liquido LB
com ampicilina e, por fim, a extracdo do plasmideo. Para confirmar se o plasmideo foi
clonado corretamente, foi realizada uma PCR com um primer (check) que anela na regido
de interseccdo do vetor TOPO e do gene IFN-B1b. O aparecimento de banda na
eletroforese em gel de agarose (Figura 15) é um indicativo de que a clonagem foi realizada

COm Sucesso.

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose para confirmar a clonagem do gene do IFN- 81b nos plasmideos de
express@o pEXP5-NT/TOPO.
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Legenda: Linhas I-1V s@o resultados da mesma amostra, em quadriplicata

4.7. Sequenciamento genético

Apos a clonagem do gene IFN-B1b nos vetores TOPO-CT e TOPO-NT, as amostras
foram sequenciadas para verificacdo de possiveis mutacdes e mudancas na fase de leitura.
Como mostra a figura 16, o alinhamento com a sequéncia teérica resultou em 98,47% de
identidade. N&o correspondeu a totalidade devido as primeiras e Ultimas bases da
sequéncia que ndo foram bem identificadas no sequenciamento. Pelo ORFfinder (NCBI)

determinou-se que a regido codificadora e a fase de leitura estavam corretas.
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Figura 16: Alinhamento da sequéncia obtida no sequenciamento genético com a sequéncia tedrica (NCBI).
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4.8. Preparacao do vetor de expressao linear

O vetor de expressdo linear foi sintetizado pela GeneArt. Para aumentar a quantidade de
DNA, realizou-se uma reacdo de PCR. Na eletroforese em gel de agarose espera-se uma
banda Unica de aproximadamente 700 pares de bases (Figura 18), porém ha outras bandas
aléem do fragmento de interesse. O resquicio de DNA plasmidial e a ocorréncia do arraste
indicam que ha excesso de DNA. Dado que ndo € recomendado purificar a banda a partir
do gel de agarose (pois isso pode inibir significativamente a reacdo de sintese proteica)
reduziu-se a concentracdo de DNA. Realizando-se uma série de dilui¢cdes: 50 (linha I), 80
(linha 1), 100 (linha 111), 150 ((linha 1V) e 200 vezes (linha V) a partir da concentracédo
de 26 ng/ul. Determinou-se que a concentracdo de 0,13 ng/ul (linha V) foi a que teve

melhor resultado devido ao menor arraste (Figura 19).
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Figura 18: Amplificagdo do vetor de expresséo linear.
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Figura 19: Eletroforese em gel de agarose para determinagdo da melhor concentragdo de DNA para a preparagéo do

DNA linear a partir da reagdo de PCR.
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O vetor de expressdo linear € uma alternativa ao DNA plasmidial que o sistema CFPS
aceita. Sem a necessidade de seleco de colbnias, cultivo, extracdo e purificagdo do DNA,
0 vetor de expressdo linear requer apenas reacdo de PCR para amplificacdo (SCHINN,
2016). A desvantagem é que esse formato de DNA é mais instavel e mais suscetivel a
acdo de nucleases. Porém, recentemente estudos tém desenvolvido métodos que permitem
0 seu uso em reacgdes cell-free. Estratégias como adicdo da proteina Gam a reagdo cell-
free (inibidor da exonuclease V, a principal nucleasse responsavel pela degradagdo de
DNA linear) (KATSURA, 2017); construcdo de uma dupla fita de DNA contendo o sitio
¥, que regula a atividade do complexo RecBCD (ou exonuclease V) (MARSHALL,
2017); incluséo da sequéncias como terminador T7, sequéncia poli(G), sequéncias mini-
hairpin e outras sequéncias ndo traduzidas tém sido exploradas (NOMOTO, 2018; SUN,
2013) ou simplesmente a reducdo da temperatura de cultivo de 37°C para uma faixa de
20-34°C (SEKI, 2007); sdo exemplos de métodos que diminuiram a degradacdo do molde
de DNA linear, possibilitando seu uso nas reacOes cell-free. No presente estudo, foi
adicionado a sequéncia terminadora T7 para aumentar a estabilidade do fragmento de
DNA.

4.9. Expressao CFPS

Conforme mostra o gel de eletroforese em poliacrilamida, nao foi possivel distinguir uma
banda entre 17 e 24 kDa que diferisse do controle negativo, 0 qual mostra apenas as
proteinas do lisado celular. A aplicacdo das amostras seguiu a seguinte ordem: linha | e
I1: controle negativo; linha I11: pMAT; linha IV: calmodulina/controle positivo; linha V:
DNA linear; linha VI: IFN-TOPO-CT,; linha VII: IFN-TOPO-NT. Posteriormente, em
outro experimento realizou-se um western blotting, um ensaio mais sensivel para
identificacdo da proteina de interesse através de afinidade pelo anticorpo monoclonal. A
sequéncia de amostras aplicadas foram: linha I: calmodulina; linha Il: controle positivo
(uma proteina com cauda de histidina de 20 kDa); linha Ill: IFN-TOPO-CT; linha IV:
IFN-TOPO-NT. No entanto, apenas a banda da linha Il aparece, referente a proteina
utilizada de controle positivo para a reacdo. Nota-se que o sistema cell-free ndo produziu
a proteina de interesse, nem seu padrdo positivo, a calmodulina. Uma possivel explicacao
é o fato de que o kit adquirido ficou muito tempo (3 meses) parado na alfandega do
aeroporto sem o devido armazenamento. Alguns reagentes precisavam ser mantidos a

temperatura de -80°C e outros a -20°C. Se estas condigdes de armazenamento ndo foram
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seguidas, provavelmente componentes da maquinaria celular, essenciais para a sintese da
proteina, foram degradados. Isso é confirmado pela ndo producdo da calmodulina,
controle positivo enviado no proprio Kit, o qual certifica sintese de 666,5 pg/mL (Figura
22).

Figura 20: Eletroforese em gel de SDS-PAGE (gradiente 7-15%). Amostras resultantes da expressdo de IFN na
plataforma CFPS.
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Figura 21: Western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag para identificagdo de proteinas com cauda
de histidina.
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Figura 22: Nivel de sintese que o sistema cell-free deveria atingir para a proteina calmodulina (controle positivo) em
um kit funcional.
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4.10. Expressao celular

Foi realizado também a sintese baseada em célula com os mesmos vetores de
expresséo, utilizando as cepas de BL-21(DE3) e Rosetta (DE3). Cepas com (DE3) na
nomenclatura sao linhagens modificadas para conter o lisogen ADE com o promotor
lacUV5 para controlar a expressdo de T7 polimerase. Isso permite que expressdes
baseadas em promotor T7 sejam induzidas via IPTG, como é o vetor de expressdo
deste estudo. Cepas do tipo Rosetta sdo derivadas de BL21 que séo capazes de
expressar certos tipos de codons raros. Realizou-se, portanto, a reacdo de
transformacéo nestas cepas, plagueamento em meio LB-Agar com amplicina (Figura
23); cultivo em meio LB-Amp e inducdo via IPTG. No gel de eletroforese (Figura 24)
é possivel observar bandas referentes ao tamanho do IFN- B1b (22 kDa) expressas
pela cepa BL21(DE3) (linhas I e 1) e pela cepa Rosetta(DE3) (linha 111). Nos pocos
subsequentes foram aplicadas amostras da sintese pelo sistema cell-free: controle
negativo (linha 1V); calmodulina/controle positivo (linha V); IFN-TOPO-CT (linha
VI); IFN-TOPO-NT (linha VI1) e DNA linear (linha VI1II). A presenca de banda na
expressdo baseada em célula é mais um indicio de que a sequéncia nucleotidica e o
vetor de expressdo estavam funcionais e que elementos do sistema cell-free haviam

sido degradados.
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Figura 23: Selegdo de colénias de E. coli contendo os plasmideos INF-TOPO-CT e IFN-TOPO-NT.

Figura 24: Eletroforese em gel de SDS-PAGE (gradiente 7-15%). Amostras resultantes da expressdo baseada em
célula.
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Trata-se de um sistema extremamente sensivel a variacdes de temperatura, necessitando
de um transporte com cadeia de frio fortemente controlado. Como mostra alguns estudos
(SALEHI, 2016), a 25°C o rendimento do sistema cai consideravelmente e, a partir de

cerca de 10 dias, a viabilidade do extrato é praticamente nula. Por este motivo, a
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liofilizacdo do extrato é tdo importante. Pesquisadores tém desenvolvido diferentes
métodos de liofilizacdo, possibilitando o armazenamento do lisado por meses. Salehi e
colaboradores (2016) liofilizaram um extrato de E. coli e, apenas com a adi¢do de &gua,

o sistema cell-free retorna em sua total funcionalidade, sintetizando onconase em altos
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niveis e na forma sollvel para tratamento de mesotelioma maligno e potencial para outros
tipos. O lisado permaneceu viavel mesmo apds 90 dias em temperaturas até 25°C e até 1
ano se armazenado a 4, -20 ou -80°C. Outros estudos também desenvolveram métodos de
liofilizacdo do extrato celular, possibilitando armazenamento até 37°C (KARIG, 2017),
outros com processos mais simples sem a necessidade de equipamentos especializados
(DIDOVYKI, 2017). Com essa vantagem de armazenamento a temperatura ambiente por
meses, torna-se possivel o transporte de biofarmacos e vacinas para territorios de dificil
acesso, como locais remotos e areas de guerra (PARDEE, 2018). A liofilizagdo apresenta
também o beneficio de eliminagdo de contaminantes (SMITH, 2014). Para aplicacdes
industriais, a contaminacdo bacteriana residual pode florescer exponencialmente e ser
deletéria em qualquer condicdo de aumento de escala ou de biorreator. Para
biodiagndsticos comerciais, a contaminagdo pode afetar a consisténcia e o prazo de
validade do sistema. Além disso, algumas aplicacdes promissoras do sistema cell-free
incluem tecnologias portateis e personalizadas, como farméacia e lab-on-a-chip (ADIGA,
2018). A contaminacgdo bacteriana de tais dispositivos levanta potenciais questdes éticas
e regulatdrias em relagéo a possivel descarga de microrganismos recombinantes no meio

ambiente.

Mesmo diante dos grandes avangos alcangados na area de sintese proteica livre de célula,
muitas questdes ainda precisam ser estudadas. Um workshop realizado neste ano de 2019
(ROMANTSEVA; STRYCHALSKI, 2019), um dos participantes faz a seguinte citacao:
“In principal, cell-free systems are simpler (than cell-based systems), but in practice, that
hasn’t been true, at least not yet.” (LUX, 2019). Laboratérios de pesquisa em diversas
partes do mundo tém demonstrado resultados significantes, mas que se diferem em vérias
etapas do processo, incluindo procedimentos de preparacdo do extrato, reagentes
adicionados ao meio e suas concentragdes, meios de cultura, cepas modificadas,
construcdes genéticas, formatos de reacdo e componentes do citoplasma que podem variar
em uma mesma cepa durante diferentes etapas do crescimento celular. Ao mesmo tempo
que isso permite uma flexibilidade do processo, é necessaria uma otimizacdo para cada

produto individualmente.
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5. Conclusao

O sistema de sintese proteica livre de célula possui grandes vantagens em relacdo ao
sistema baseado em célula. Um dos beneficios desta plataforma € a sintese de proteinas
de dificil expressdo. O sistema baseado em célula continua sendo economicamente mais
viavel para producédo de proteinas recombinantes em larga escala, mas aquelas que tem
alguma complexidade na sintese, como proteinas insoluveis, dificuldade de
enovelamento, grandes perdas em processos de purificacdo, proteinas citotdxicas. Nestes
casos o sistema cell-free se torna mais conveniente apesar de seu custo mais elevado. O
Interferon-p1b é uma proteina considerada de dificil expressdo por ter elevada tendéncia
a se agregar no citoplasma da célula devido ao seu forte carater hidrofébico. Varias
estratégias foram adotadas na tentativa de solubilizar a molécula. Mesmo obtendo sucesso
na solubilizacdo, outro problema é no processo de re-enovelamento (refolding). Durante
essas etapas ha muita perda de proteina, uma vez que a taxa de reconstitui¢cdo da proteina
na sua estrutura original e biologicamente ativa é muito baixa. Por isso o sistema cell-free
se torna interessante para a sintese do IFN-B1b. O presente estudo, portanto, realizou um
trabalho in silico para otimiza¢do do molde de DNA e construgédo do vetor de expressao;
preparacdo do vetor de expressdo com a clonagem do gene IFN-B1b, PCR para
amplificacdo do molde de DNA linear, expressdo no sistema cell-free e expressao no
sistema baseado em célula. No entanto, ndo foi possivel a identificacdo da proteina. Por
outro lado, a proteina pdde ser identificada na expressdo baseada em célula, indicativo
este, somado a analise de bioinformética, de que a construcdo genética estava correta.
Possivelmente o kit com os componentes do sistema cell-free ndo ficaram corretamente
armazenados durante o transporte e se degradaram. Por este motivo, a liofilizacdo do
extrato € tdo importante. A forma seca do lisado garante que o produto possa ser
transportado a temperatura ambiente, ficando vidvel de 90 dias a 1 ano. Isso abre
horizontes para que a tecnologia alcance areas remotas e de guerra, levando vacinas e
medicamentos bioldgicos a pacientes em locais de dificil acesso. Apesar da proteina de
interesse ndo ter sido sintetizada com sucesso no sistema CFPS, foram dados alguns
passos importantes para atingir este objetivo. No futuro, uma das prioridades é padronizar
um sistema livre de células do laborat6rio capaz de fornecer um elevado rendimento para

sintese de proteinas.
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