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Resumo

A expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli é vantajosa e vidvel devido a
facil manipulacdo genética, rapido crescimento, baixo custo e alta eficiéncia. Com o0s
avancos da biotecnologia e a elevada demanda de ensaios moleculares de amplificagéo de
acidos nucleicos, como PCR e LAMP, a busca e competitividade por insumos proteicos fica
evidente no mercado clinico e cientifico. Proteinas como as DNA-polimerases Taq e Bst e a
transcriptase reversa MMLV-RT fazem parte da rotina de laboratérios moleculares. A
producdo simplificada baseada em bactérias recombinantes desses insumos apresentam
vantagens como producdo facilitada, baixo custo, alto rendimento e estabilidade a
temperatura ambiente. Desta forma, objetivou-se produzir Taq, Bst e MMLV RT baseado
em bactérias recombinantes para uso direto como celulas e extratos celulares em PCR e
LAMP. Inicialmente, linhagens de E. coli foram transformadas com os respectivos
plasmideos das proteinas de interesse, seguida da padronizacdo da expressdo recombinante.
Aliquotas das células expressando a Taq e a MMLV-RT foram utilizadas em PCR, qPCR e
RT-PCR, e o extrato celular recombinante expressando a Bst foi utilizado no ensaio LAMP,
ambas em substituicdo ao seu equivalente comercialmente disponivel. Avaliamos a
sensibilidade, especificidade e estabilidade das enzimas, as quais foram estaveis a
temperatura ambiente e amplificaram o DNA molde, porém, nos ensaios de PCR e qPCR,
efeitos negativos foram encontrados em ensaios com maior quantidade de células e menor
concentragdo de DNA. No LAMP, foram obtidos bons resultados de amplificagéo utilizando
o0 extrato celular da Bst recombinante. Em vista disso, a metodologia proposta é viavel e
acessivel, sendo necessarios mais estudos da aplicacdo dessa abordagem em ensaios

moleculares.



Abstract

The expression of recombinant proteins in Escherichia coli is advantageous and viable, due
to easy genetic manipulation, rapid growth, low cost and high efficiency. With advances in
biotechnology and the high demand for molecular nucleic acid amplification assays, such as
PCR and LAMP, the demand and competitiveness for protein sample is evident in the
clinical and scientific market. Proteins such as Taq and Bst DNA polymerases and MMLV-
RT reverse transcriptase are part of the routine of molecular laboratories. The simplified
production based on recombinant bacteria of these sample has advantages such as easy
production, low cost, high yield and stability at room temperature. Thus, the objective was
to produce Tag, Bst and MMLV RT based on recombinant bacteria for direct use as cells
and cell extracts in PCR and LAMP. Initially, E. coli strains were transformed with the
respective plasmids of the proteins of interest, followed by the standardization of protein
expression. Aliquots of recombinant cells expressing Tag and MMLV-RT were used in PCR,
gPCR and RT-PCR, and recombinant cell extract expressing Bst was used in the LAMP
assay, both replacing their commercially available equivalent. We evaluated the sensitivity,
specificity and stability of the enzymes, which were stable at room temperature and
amplifying the DNA template, however, in the PCR and gPCR assays negative effects were
found in assays with a greater number of cells and a lower concentration of DNA. In LAMP,
good amplification results were obtained using the cell extract of recombinant Bst. In view
of this, the proposed methodology is viable and accessible, requiring further studies to apply
this approach in molecular assays.
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1. Introdugéo
1.1 Técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos para o diagnostico molecular

de doencas infecciosas

Globalmente, as doengas infecciosas sdo uma grande ameaca para a satde publica e
medidas que visem a vigilancia e controle dessas enfermidades sdo fundamentais. As
doencas infecciosas sdo causadas por bactérias, virus, parasitas e/ou fungos,
denominados coletivamente de patdgenos. Segundo estudo de SMITH et al. (2014), um
levantamento de 215 doencgas causadas por agentes infecciosos, as bactérias e 0s virus
causaram 70% das infeccOes, além de serem responsaveis por 88% dos surtos ao longo
do tempo (1980-2010) (SMITH et al., 2014). Recentemente, os casos de Zika, Ebola,
Chikungunya e da atual pandemia da COVID-19 causada pelo virus SARS-CoV-2,
representam um cenario desafiador para conter a transmissdo dos agentes infecciosos e
monitorar 0 nimero de casos, impondo uma alta demanda de diagndstico molecular
viavel, acessivel e robusto (FAUCI et al., 2016; BASHA et al., 2017; PAUL et al., 2020).

Para controlar a disseminacdo das infeccGes, e até mesmo para iniciar um tratamento
ou terapia, é necessaria a rapida e precisa identificacdo do agente infeccioso. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) orienta que todas as nacdes intensifiquem os
sistemas de testagem e diagnostico para retardar, controlar e monitorar a transmissao de
doencas emergentes e reemergentes (KAMEDA et al., 2021). O diagnéstico precoce e
preciso das doencas infecciosas é fundamental para maximizar o gerenciamento dos

casos e adotar medidas sanitarias mais eficazes (PAUL et al., 2020).

Os testes de amplificacdo de acidos nucleicos (NAATS, do inglés: Nucleic Acid
Amplification Tests) sdo denominados padrdo ouro para o diagnéstico de doencas
infecciosas devido a sua alta sensibilidade e especificidade. Esses testes identificam com
precisdo informacgdes genémicas dos agentes infecciosos e sdo capazes de diferenciar
cepas e variantes patogénicas, o que ndo pode ser facilmente alcancado por outras
técnicas, como o diagndstico sorolégico por cromatografia (Exemplo: teste rapido de
antigeno), além de muitas vezes o diagnostico molecular ser multiplexado para
identificacdo simultanea de multiplos patégenos (PAUL et al., 2020; BASHA et al.,
2017). Com a pandemia da COVID-19, alguns testes NAATSs foram autorizados para
serem realizados nos pontos de atendimento (PoC, do inglés Point of Care), além de
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rotineiramente ja serem feitos em laboratorios equipados e com pessoal treinado (CDC,
2021). Essa flexibilidade evidencia o grande potencial da utilizacdo dos testes de
amplificacdo de acidos nucleicos no diagndstico, uma vez que conseguem discriminar
entre positivo e negativo até mesmo em baixas concentracdo do acido nucleico alvo,
garantindo a confiabilidade do diagnostico (PAUL et al., 2020).

A realizacdo dos NAATs em paises desenvolvidos se da em laboratérios com
ambientes controlados, com equipamentos complexos, pessoal qualificado e reagentes
caros que dependem de uma cadeia fria para 0 manuseio e transporte. Ja nos paises em
desenvolvimento e de baixa renda, os requisitos para realizacdo dos testes sé@o 0s
mesmos, porém a aplicacdo dos NAATS fica restrita aos centros urbanos, o que limita o
numero de testes que podem ser realizados e 0 acesso para pacientes que vivem em
regides periurbanas e rurais (CANTERA et al., 2019).

Basicamente, para a realizacdo dos NAATS sdo necessarias trés etapas principais:
extracdo e/ou isolamento do acido nucleico, ou seja, processamento das amostras dos
pacientes, a amplificacdo do &cido nucleico e um sistema de deteccdo do amplicon
(produto da amplificacdo) (TORRES, 2020). As estratégias para o diagndstico molecular
tem como base a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) e suas variantes como a reacdo em cadeia da polimerase com transcricao
reversa (RT-PCR), a PCR em tempo real quantitativa (QPCR,) e a reacdo em cadeia da
polimerase com transcricdo reversa em tempo real (RT-qPCR) que séo considerados 0s
métodos padrdo ouro. Nos PoC ou em ambientes com recursos limitados ndo ha uma
total disponibilidade de equipamentos refrigerados, sendo que nesses locais, 0 uso de
reagentes liofilizados seria interessante, pois garantem uma estabilidade dos insumos e
0 alto desempenho do ensaio (CHEN et al., 2010; CZILWIK et al., 2015). Devido a essas
e outras limitagdes, como a necessidade de um termociclador, os métodos de
amplificacdo isotérmica podem ser mais adequados, como a amplificacdo isotérmica
mediada por um loop (LAMP, do inglés Loop Mediated Isothermal Amplification) e a
RT-LAMP que acopla a transcri¢do reversa no ensaio de amplificacdo. Geralmente, o
LAMP é mais tolerante a alguns inibidores do que a PCR, podendo amplificar
diretamente os acidos nucleicos de amostras brutas, como sangue total. O LAMP
necessita apenas de um equipamento isotérmico, como um banho-maria, para a sua

realizacdo. Além disso, o LAMP permite a detec¢do visual dos resultados, como, por
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exemplo, pelo uso de corantes. Estudos ja demonstraram que 0S regentes necessarios
para a realizacdo do LAMP podem ser liofilizados (MA et al., 2019; ESTRELA et al.,
2019).

1.2 Reacdo em cadeia da polimerase

A sintese de DNA in vitro teve um grande avango apds a invencdo da PCR, técnica
que conferiu o prémio Nobel de quimica do ano de 1993 a Kary Mullis. A reacdo permite a
sintese especifica e exponencial de uma regido do DNA alvo através do uso de dois
iniciadores (do inglés, primers) que sdo projetados para hibridizarem especificamente com
a molécula de acido nucleico a ser amplificado, formando duas extremidades que serdo
utilizadas pela enzima DNA-polimerase para realizar a atividade de sintese (VAN PELT-
VERKUIL et al., 2008). Além da DNA-polimerase, do acido nucleico alvo e dos iniciadores,
a técnica requer desorribonucleotideos trifosfatados (dNTP), ions de Mg+2 que s&o o cofator
da enzima DNA-polimerase de Thermus aquaticus (Taqg) e uma solugédo tampao(Figura 1)
(TORRES, 2020).

| 95°C - Strands Separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides

Cj ' l\ ‘ ﬂwc Primess Bnd Terrpiste 2L Annealing

Taq Polymerase Mix Buffer PCR Tube

el g
—

: T2C - Syrehesse New Strand 3. Exaension
oD iy

N

Thermal Cycler

Figura 1: Reagentes e etapas da PCR convencional. Os reagentes necessarios para a PCR sdo o
DNA alvo/amostra de DNA, um par de iniciadores especificos (iniciador 5' ou forward e iniciador 3'
ou reverse), os nucleotideos, a enzima Tag DNA-polimerase e um tamp&o para a reacao. E preparado
um mix com todos em componentes em um volume determinado em tubo de reagdo e,
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posteriormente, é adicionado em um termociclador. Fonte: Bosterbio (2022). Link de acesso:
https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/molecular-biology-principle-pcr

A sintese do DNA ocorre em ciclos térmicos que desnaturam o DNA molde (95 a
98°C); hibridizam os iniciadores as extremidades do fragmento do DNA alvo fornecendo o
terminal 3” — hidroxil de fita dupla (50 a 72°C); e favorecem a atividade da DNA-polimerase
na extensdo da fita complementar do DNA (Figura 1 a direita e Figura 2). Todo o ciclo é
repetido por um nimero determinado de vezes, geralmente 35 ciclos €, apds as ciclagens de
temperatura, obtém-se o DNA amplificado em uma taxa exponencial (MARINUS, 1976).

Desnaturagdo ’ Extensdo
inicial Desnaturagdo  Hibridiza¢do Extensdo final Armazenamento
95-98°C 95 -98°C
72°C 72°C
50-72°C - -
b i
25 - 40 x L 4-12°C

Figura 2: Esquema geral da PCR. O DNA molde ¢é desnaturado em altas temperaturas e tem um
iniciador anelado hibridizado com a diminuicdo de temperatura. Depois disso, a temperatura é
ajustada para que a DNA-polimerase estenda 0 DNA molde (72°C). Apo6s varios ciclos térmicos, o
fragmento de DNA de interesse pode ser obtido em grande quantidade. Para melhores resultados, os
ciclos de amplificagdo por PCR sdo iniciados por uma desnaturacdo longa e encerrados com a
extensdo final de qualquer fragmento incompleto. Fonte: Torres (2020).

Ap0s os ciclos da reagdo, cada molécula de DNA de fita dupla recém-sintetizada (o
amplicon) contém sequéncias terminais que sdo complementares as sequéncias dos
iniciadores utilizados. Este processo permite que cada amplicon sirva como molde para
replicacdo subsequentes na ciclagem de PCR (JAIN, 2002). Logo apds esse processo, as
amostras sdo submetidas a eletroforese em gel de agarose, possibilitando a identificacdo da
presenca ou auséncia do DNA alvo, com base nas bandas de DNA que sdo resultado da

migracdo eletroforetica comparada com marcadores de peso molecular (DALY et al., 2018).
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A reacdo de PCR pode ser utilizada para a amplificacdo de um fragmento de DNA
especifico de algum agente infeccioso, em uma reacdo enzimatica simples, sensivel e
eficiente para diagnostico de doengas. O método basico de PCR foi adaptado para expandir
sua aplicacdo. O desenvolvimento da PCR quantitativa em tempo real (QPCR) possibilitou a
deteccdo e quantificacdo da sequéncia alvo em tempo real, enquanto ela estd sendo
sintetizada. Suas vantagens sobre a PCR convencional incluem a capacidade de visualizar
quais reacdes funcionaram em tempo real sem a necessidade de um gel de agarose, além de

permitir uma andalise quantitativa e mais sensivel (ADAMS, 2020).

Na PCR em tempo real, a quantificacdo da amplificacdo dos acidos nucleicos ocorre
por meio da emissdo e captacdo de fluorescéncia que é propagada durante a ciclagem. A
emissdo da fluorescéncia gera um sinal que aumenta na proporcao direta da quantidade de
produto da PCR. A gPCR requer um termociclador com sistema 6tico para a excitacdo e
captacdo da fluorescéncia, além de um computador com programas especificos e

compativeis com o sistema para analise final da reacdo (NOVAIS & ALVES, 2004).

Existem dois tipos de sistemas principais de fluorescéncias, o0 SYBR Green e as
sondas TagMan (Figura 3). O SYBR Green se intercala com a molécula de dupla fita
amplificada e o sistema TagMan consiste em uma sonda especifica associada a um
fluor6foro em uma das extremidades e na outra uma molécula quencher. Quando a enzima
Tag DNA-polimerase encontra a sonda TagMan, ela desloca e cliva o repérter 5'. Uma vez
que o corante reporter foi separado do corante supressor (quencher), seu sinal fluorescente
é mensuravel no final de cada ciclo de qPCR e aumenta significativamente, sendo assim,
durante a amplificacdo a luz € captada pelo aparelho. A medida que ocorre a reacdo, é gerada
uma curva de amplificacdo (VALONES et al., 2009; ARYA et al., 2005).
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SYBR Green TagMan

i Annealing
Denaturation
Primer Primar R Probe Q
Primer
SYBR Green | Brimar Extension
Annealing
Cleavage
Extension

Signal detection

EIE 3 3= 3 3 *
iE 3E 3E 3E 3 3

Figura 3: Comparacdo entre o sistema de deteccdo SYBR Green e sondas TagMan. Fonte:
Integra BioSciences (2022). Link de acesso: https://www.integra-
biosciences.com/japan/en/blog/article/gpcr-how-sybrr-green-and-tagmanr-real-time-pcr-assays-
work

Outra variagdo é a reacdo em cadeia da polimerase acoplada a transcrigdo reversa
(RT-PCR) (Figura 4), técnica usada para detectar e quantificar RNA, onde o RNA ¢é
sintetizado em cDNA (DNA complementar), servindo como molde para a amplificagcdo
(JALALI et al., 2017). A RT-PCR também pode estar acoplada a qPCR, denominada RT-

gPCR, permitindo a anélise e quantificacdo de RNA.
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Isolate total RNA or mRNA
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Anneal anchored oligo (dT) arimers,
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Figura 4: Esquema da reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-PCR).
NoaRT-PCR, usa-se a transcriptase reversa, a amostra de RNA, iniciadores, dNTPs, tampao de
reacdo, inibidor de ribonuclease e DTT (Dithiothreitol), além dos reagentes de PCR padrdo. A
mistura de reacdo é aquecida permitindo a producgdo de copias de DNA complementares (CDNA)
através da atividade da transcriptase reversa. Em seguida, na reacdo de amplificacdo, esse cDNA é
hibridizado com os primers, levando a sintese da primeira fita, e seguido pela PCR padrdo. Fonte:
Sigma (2022). Link de acesso: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/applications/genomics/pcr

Essas técnicas e suas aplica¢fes transformaram a pesquisa na area da biotecnologia
e do diagnostico molecular, pois conseguem detectar o acido nucleico (DNA ou RNA) dos
patdgenos causadores de doencas (ADAMS, 2020). Em diagnosticos clinicos, a PCR €
utilizada para amplificar regides especificas dos acidos nucleicos dos patdgenos a partir de
amostras de pacientes. Nesses casos, a amplificagdo positiva indica a presenca do patdgeno,
através do seu material gendmico nas amostras do paciente, como ocorre em testes de RT-
PCR para os coronavirus, em especial SARS-CoV-2 (VALONES et al., 2009; KAMEDA,
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2021). Como exemplo da importancia clinica da PCR, desde 2014 as bolsas de sangue nos
hemocentros do Brasil passam pelo teste do &cido nucleico para a deteccdo dos virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés, Human Immunodeficiency Virus) e hepatite C no
sangue do doador e, s6 apds, sdo liberados ou ndo para transfusdes sanguineas (BRASIL,
2013).

1.3 Amplificacéo Isotérmica do DNA

Métodos alternativos de amplificacdo de acidos nucleicos podem ser utilizados
visando um diagnostico molecular acurado, potencialmente rapido e com baixo custo-
beneficio. Os métodos de amplificacdo isotérmica de é&cidos nucleicos sdo mais
simplificados por ndo necessitarem de termocicladores, podendo ser realizados em
equipamentos de baixo custo, como um banho-maria, com um tempo de reacdo que varia de
15 a 60 minutos, além de possuir uma deteccdo visual através da adicdo de corantes
fluorescentes (Figura 5) (WANG et al., 2013; NEVES et al., 2022).

R

Figura 5: Esquema das principais vantagens do LAMP. A reacdo de LAMP pode ser realizada
em um curto tempo, a uma Unica temperatura e com deteccdo visual, por exemplo, a deteccéo
colorimétrica. Fonte: Uniscience (2022). Link de acesso: https://www.uniscience.com.br/ensaio-de-
lamp-colorimetrico-para-sars-cov-2-96-reacoes/p

A técnica de amplificacdo isotéermica mediada por alca (LAMP, do inglés Loop-
mediated isothermal amplification) foi descrita por NOTOMI et al. (2000). A LAMP utiliza
trés pares de primes diferentes, sendo dois primers internos (Forward Internal Primer - FIP
e Backward Internal Primer - BIP), dois primers externos (Forward Outer Primer - F3 e
Backward Outer Primer - B3) e dois primers que anelam no loop (Forward Loop Primer -
FLP, Backward Loop Primer - BLP), desenhados para amplificar regifes especificas do gene

alvo (PERIDA et al., 2008). A enzima utilizada para a amplificacdo nesta técnica € a Bst
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DNA-polimerase, isolada da bactéria Bacillus stearothermophilus e que possui temperatura
6tima de atividade em torno de 65°C (NJIRU, 2012).

Na PCR, as amostras bioldgicas que serdo analisadas precisam ser processadas, ou
seja, a extracdo de DNA é indispensavel, pois alguns inibidores da propria amostra podem
interferir na reacdo (KANEKO et al., 2007). J& na LAMP, as amostras podem ser
parcialmente processadas ou até mesmo ndo processadas, reduzindo o tempo e custos para a
LAMP (NJIRU, 2012). A LAMP ocorre em uma temperatura constante que varia de 60°C a
65°C dividida em duas etapas de amplificacdo: a etapa ciclica e a etapa ndo ciclica (PERIDA
et al., 2008).

Na etapa ndo ciclica, a Bst DNA-polimerase na presenca dos primers internos e externos
produz um DNA de fita simples. Primeiramente, a Bst DNA-polimerase separa a dupla fita
do DNA molde e o primer FIP hibridiza na regido F2 da extremidade 3’, iniciando assim a
sintese de uma nova fita de DNA. A fita complementar ligada ao FIP ¢ entdo liberada como
fita simples devido ao deslocamento da proxima fita de DNA pelo primer F3 complementar
a regido F3c da extremidade 3°. A fita simples liberada forma uma al¢a devido a presenca
das regides complementares F1c e F1. Entdo, este DNA de cadeia simples torna-se um molde
para a sintese de DNA iniciada por BIP na extremidade 5°, o qual faz uma da nova fita linear
ao desfazer a alca formada pelo FIP. Subsequentemente o primer B3, complementar a regido
B3c, descola a fita originada por BIP e libera uma estrutura de DNA com alg¢as nas
extremidades que a torna semelhante a um “haltere” e que servira como estrutura de partida
para amplificacdo exponencial na etapa ciclica (Figura 6) (RIBEIRO et al., 2022; NOTOMI
et al., 2000; PARIDA et al., 2008).

A etapa ciclica também pode ser designada de etapa de amplificacdo. Diferente da
etapa anterior em que sao utilizados quatro primers, nesta etapa sdo utilizados dois primers
para reconhecer e se anelar a quatro regides distintas do DNA. Inicialmente, FIP se liga a
regido F1 e F2c e com o auxilio da Bst DNA-polimerase, sintetiza uma nova fita. A nova
fita gerada é amplificada na outra extremidade do haltere (B1 e B1c sendo complementares).
Em seguida, sdo liberadas duas estruturas que serdo reconhecidas pelo primer BIP através
da extremidade B2c e B1 em forma de alga. Uma das estruturas ira produzir sequéncias que
fardo parte da amplificacéo ciclica (Figura 6) (RIBEIRO et al., 2022; NOTOMI et al., 2000;
PARIDA et al., 2008).
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Ap0s a amplificagdo, o resultado pode ser observado no préprio tubo, dispensando o
uso da eletroforese em gel de agarose, necessario para detectar os produtos da PCR
convencional (KHAN et al.,, 2012). Os produtos do LAMP podem ser detectados
visualmente pela turvacao, fluorescéncia e alteracdo de cor dos produtos amplificados
(SRIWORARAT et al., 2015). Adicionalmente, para observagdo destes resultados atraves
da fluorescéncia, podem ser utilizados os corantes, como o0 SYBR Green, que é um reagente
que possui relativamente um baixo custo, e que potencializa a observacao do resultado da
amplificacdo da amostra (PARIDA et al., 2008).

| Etapa de alongamento e reaclagem

| Etapa de produgdo do matenal de partida
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Figura 6: Esquema geral da reacdo de LAMP. Etapa ciclica e ndo ciclica da amplificacdo por
LAMP. Para a LAMP, além dos primers e DNA molde, é necessario o MgSO4 que é o cofator da
enzima Bst DNA-polimerase, dNTPs e tampéo de reacdo 10x. Fonte: Notomi et al. (2000).

A LAMP ¢é uma ferramenta simples e préatica para detecgéo e identificacdo de patdgenos.
Considerando as vantagens da rapida amplificacdo, operacdo simples, baixo custo, alta

sensibilidade e facil deteccdo, além de ser altamente especifica, 0 LAMP tem aplicagdes
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potenciais para diagndstico clinico, assim como para vigilancia de doencas infecciosas em
paises em desenvolvimento (MORI & NOTOMI, 2009; PARIDA et al., 2008).

Para maior aplicacdo da técnica, a reacdo foi estendida para diagnéstico de RNA e, para
isso, foi desenvolvido o LAMP associado a transcricao reversa (RT-LAMP). A transcriptase
reversa faz a sintese de cDNA que sera usado para amplificacdo na técnica de LAMP. Este
procedimento forneceu um amplo e novo panorama na deteccdo de uma infinidade de virus
de RNA (RIBEIRO et al., 2022). Na atual pandemia da COVID-19, o método RT-LAMP
foi utilizado para deteccdo do RNA do SARS-CoV-2, promovendo uma triagem rapida e em
larga escala dos casos (THOMPSON & LEI, 2020).

1.4 Enzimas utilizadas na amplificacdo de acidos nucleicos in vitro
1.4.1 DNA-polimerase de Thermus aquaticus (Tag DNA-polimerase)

A enzima Taq DNA-polimerase foi isolada da bactéria termofilica Thermus
aquaticus descoberta na década de 1960 através de investigacfes em um parque de fontes
termais de Yellowstone, nos Estados Unidos (EOM & STEITZ, 1996). J4 a enzima foi
descrita entre 1970 e 1980 e, desde entéo, vem sendo utilizada na amplificagdo de DNA pela
PCR, devido a sua caracteristica de ser termoestavel a temperaturas de até 94 °C, com
temperatura 6tima de 72 °C — 80 °C, e uma meia vida enzimatica de aproximadamente 40
minutos a 94 °C (CHEIN et al., 1976; HO et al., 2004; MURALI et al., 1998).

A Tag recombinante consiste de um polipeptideo com ~ 94 kDa, expresso a partir do
gene da DNA-polimerase de Thermus aquaticus clonado em um vetor de expressdo. A
enzima sintetiza DNA a partir de um molde fita Gnica na presenca de iniciadores 5’ Forward
e iniciadores 3’ Reverse (CHEIN et al., 1976).

A Taq DNA polimerase (Figura 7) possui dois dominios distintos: um dominio N-
terminal (5’- nuclease) que possui atividade de nuclease de fita simples para remover
iniciadores de RNA ou nucleotideos de DNA danificados, e um dominio C-terminal
(Klentaqg) que possui atividade de DNA-polimerase. Portanto, a enzima catalisa a sintese de
DNA de 5’ - 3°, possui atividade de exonuclease 5°- 3’ e ndo possui atividade detectavel e/ou

conhecida de exonuclease 3’- 5” (atividade de revisdo) (HO et al., 2004).
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Figura 7: Estrutura da enzima Tagq DNA-polimerase. Os subdominios palma, dedos e polegar
estdo representados em vermelho, amarelo e verde, respectivamente. O dominio exonuclease 5°-3” é
mostrado em azul escuro ¢ o dominio 3°- 5’ exonuclease degenerado é mostrado em azul claro. A
molécula de DNA ligada é apresentada em laranja. Fonte: Adaptado de Ho et al. (2004).

Devido alta demanda por Tag DNA polimerase em protocolos de amplificacdo de
DNA, a sua producdo por meio de expressdo recombinante em E. coli se tornou algo

corriqueiro e vantajoso na area da biotecnologia.

1.4.2 DNA-polimerase de Bacillus stearothermophilus (Bst DNA-polimerase)

A Bst DNA-polimerase (Figura 8) é a enzima empregada na amplificacdo de DNA
pela técnica de LAMP. Foi isolada em 1968 da bactéria termofilica Bacillus
stearothermophilus que se multiplica entre 39°C e 70°C (STENESH et al., 1968).

Assim como a Taq, a Bst possui alta sensibilidade e é termoestavel, se tornando muito
util para reacoes de LAMP realizadas geralmente a 65 °C, e caracterizada pela utilizacdo de
quatro a seis iniciadores diferentes, especialmente desenhados para amplificar de seis a oito
regides distintas de uma sequéncia alvo de DNA. A enzima é composta por trés dominios:
dominio de atividade exonuclease 5’ — 3’, atividade de polimerizacdo no sentido 5° — 3’ e

atividade exonuclease 3’ — 5’. Os dominios II e III estdo na porg¢do C-terminal da Bst DNA-
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polimerase, respectivamente denominado de fragmento grande (LF, do inglés Large
Fragment) (MA et al., 2016).

Em especifico, a Bst-LF (Large Fragment Bst DNA Pol) é um polipeptidio de ~ 67,6
kDa, apresentando uma atividade de deslocamento e liberagéo da fita simples de DNA, que
é essencial para a reagdo e LAMP (TOMITA et al., 2008).

Figura 8: Estrutura da Bst DNA-polimerase. Fragmento grande da DNA-polimerase | de Bacillus
stearothermophilus em verde, com molde de DNA na cor laranja e roxo. Fonte: Adaptado de
Invitrogen (2022).

Vale ressaltar que a Bst DNA-polimerase é comercializada por um preco elevado ($
230.00 ddlares /1,600 U. Fonte: SBS Genetech Co Ltd., 2022) além de ser comercializado
por poucas empresas. Sendo assim, é urgente a expressao e producdo da Bst para atender a
demanda cientifica e de diagnéstico molecular (MA et al., 2016).

1.4.3 Transcriptase Reversa do Virus da Leucemia Murina de Moloney (MMLV-
RT)

As Transcriptases Reversas (RT) sdo enzimas capazes de produzir DNA
complementar (cDNA) a partir de RNA, sendo a MMLV-RT uma das primeiras transcriptase
reversas a serem produzidas e comercializadas, possuindo alta fidelidade e eficiéncia
(MOHR et al., 2013).
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A enzima MMLV-RT (Figura 9) é um polipeptidio de ~ 76 kDa, possuindo dois
principais dominios: um de polimerase e outro de ribonuclease H (RNase H). O dominio de
polimerase possui duas atividades cataliticas, compreendendo a sintese de DNA dependente
de RNA e a sintese de DNA dependente de DNA (OSCORBIN & FILIPENKO, 2021). A

temperatura ideal de reagdo de sintese de cDNA é de ~ 65°C.

Figura 9: Estrutura da MMLV-RT. A MMLV RT ¢é mostrada com o dominio dos dedos em
vermelho, palma em azul, polegar em verde, conex&o em amarelo e a RNase H em magenta. Fonte:
Adaptado de Oscorbin & Filipenko (2021).

Como mostrado na Figura 9, o sitio ativo da enzima para acao de DNA polimerase esta
no dominio dedos/palma/polegar, e o da acdo RNase H esta no dominio RNase H. O dominio
RNase H é responsavel pela hidrolise da por¢do de RNA dos hibridos RNA-DNA, e esta
atividade requer a presenca de cations bivalentes (Mg 2+ ou Mn 2+) que se ligam ao seu
sitio ativo. Para sua utilizacdo na sintese de cDNA in vitro, a enzima MMLV-RT pode ser
alvo de mutacdo no dominio de RNase H melhorando a estabilidade térmica da enzima em
ensaios moleculares (MIZUNO et al., 2010).
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1.5 Producdo de insumos para uso em ensaios de amplificacdo de &cidos

nucleicos

O desenvolvimento do DNA recombinante possibilitou uma nova era para producao
de proteina, tanto para aplicagdes em pesquisa quanto para a indudstria e diagnéstico. Uma
caracteristica importante dessa abordagem é a capacidade de expressar proteinas em
bactérias como, por exemplo, utilizar E. coli como “fabricas” de proteinas, onde o
microrganismos hospedeiro é modificado geneticamente para levar a expressédo do produto
de interesse (SANCHEZ et al., 2016).

Atualmente, existem variados sistemas de expressao que podem ser utilizados na
producdo de proteinas recombinantes, como células de mamiferos, leveduras, destacando
Saccharomyces cerevisae, células de inseto e bactérias. Segundo RADER (2008), dentre 0s
hospedeiros utilizados na expressdo de proteinas nos Estados Unidos e Europa, cerca de 40%
compreendem bactérias, onde a maioria sao linhagens da bactéria gram-negativa E. coli, que

sdo escolhidas e selecionadas conforme padronizacdo da expresséo.

Como mencionado anteriormente, E. coli € a hospedeira mais utilizada para
expressao de proteinas, devido a seu rapido crescimento em meio de baixo custo, com tempo
de duplicacéo de aproximadamente 20 minutos, por sua genética ser bem caracterizada o que
a torna hospedeira de facil manipulacdo, e por possuir um grande nimero de linhagens
mutantes disponiveis (Tabela 1), além da transformacdo em E. coli poder ser realizada em
apenas 5 minutos (PETI & PAGE, 2007; SAHDEV et al., 2008). Definir a escolha do sistema
de expressao, baseia-se no ponto em que condicdes para a producdo de um determinado
produto génico podem n&o funcionar para outro produto génico, sendo assim, diversas
condic@es sdo testadas para otimizar o processo de expressao, entre elas a escolha bactéria e
qual a sua linhagem, para assim obter alto rendimento da proteina desejada (ROSANO &
CECCARELLLI, 2014).

Alguns fatores podem afetar a expressdo heter6loga em E. coli, como caracteristicas
da sequéncia de DNA exdgena, a estabilidade e eficiéncia da tradu¢cdo do mRNA (RNA
mensageiro), a capacidade de enovelamento da proteina, formacao de corpos de incluséo, a
degradacdo da proteina por proteases celulares, a diferenca do uso de codons entre
organismos e a possivel toxicidade da proteina produzida a bactéria hospedeiro
(MAKRIDES, 1996; ROSANO & CECCARELLLI, 2014). Diversas linhagens de E. coli ja
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foram modificadas, dando origem a novas caracteristicas que beneficiam a producgdo de
proteinas recombinantes, como as linhagens BL21 (DE3), que sdo deficientes em proteases,
0 que confere maior estabilidade para as proteinas heterélogas (CHEN, 2012; ROSANO &

CECCARELLI, 2014).

Tabela 1. Linhagens mutantes de E. coli e suas caracteristicas.

Technologies

Nenhum antibiotico

Linhagem E. coli | Fonte Resisténcia Caracteristica
BL21(DE3) Agilent Nenhum antibidtico | Linhagem de expresséo.
Technologies
Possui mutacdo na RNase E para
BL21(DE3) Star | Life melhorar a estabilidade dos

transcritos de mRNA.

BL21 Cédon Plus
(DE3) RP Agilent

Technologies

Cloranfenicol

Contém tRNAs para 0s codons
raros Arg (AGA, AGG) e Pro
(CCC) que muitas vezes
restringem a traducdo de genes
ricos em GC.

BL21 Codon Plus
(DE3) RIL

Agilent
Technologies

Cloranfenicol

Contém tRNAs para os codons
raros Arg (AGA, AGG), lle
(AUA) e Leu (CUA) que muitas
vezes restringem a traducdo de
genomas ricos em AT.

Rosetta2 (DE3)
EMD
Millipore/
Novagen

Cloranfenicol

Aumenta a expressdo de proteinas
eucaridticas que contém codons
raramente usados em E. coli.
Contém tRNAs para 7 codons
raros (AUA, AGG, AGA, CUA,
CCC, GGA, CGQG).

Fonte: Adaptado de Universidade Vanderbilt, EUA (2022). Acesso em:
https://www.vanderbilt.edu/csb/facilities/protein-characterization/e-coli-strains/

Além da linhagem, a escolha do vetor é crucial. Segundo JIA & JEON (2016) para a

escolha do vetor de expressdo ideal para o sistema de E. coli deve-se considerar o marcador
de selecdo, como a resisténcia a antibidticos, a origem de replicagdo, um promotor
transcricional forte para permitir a concentragdo da proteina recombinante maior ou igual a
10-30% do total de proteinas celulares, regiao 5’ nao traduzida (5° UTR) e local de inicio da
traducédo (Figura 10).
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O sistema de expressdo pET com promotor T7 € o mais utilizado para expressdo em
E. coli, pois permite o0 acimulo de até 50% da proteina recombinante em meio intracelular,
considerando o total de proteinas celulares. As cepas de E. coli DE3 sdo hospedeiros de
expressao do sistema pET, e contém o gene da RNA-polimerase do fago T7 controlado pelo
promotor lacUV5. Quando o cultivo celular é induzido por IPTG, a ligacdo de Lac | ao
operador lac ¢ inibida, permitindo a expressdo da RNA-polimerase de T7, a qual transcreve
0 gene alvo e leva a producdo de proteina recombinante (GRASLUND et al., 2008;
STUDIER, 1986).

N '\)

’ TEV protease

promoter IS'Urkl ATG stop TT

T7 promoter Trx His-tag

SUMO FLAG
GST Strep-11
GFP Fh8
Halo

MBP

Figura 10: Representacdo esquematica de vetor pET para expressdo de proteinas
citoplasmaticas de alto rendimento em E. coli. O promotor T7 é usado para controlar a expressao
da proteina na célula bacteriana. O ensaio de alto rendimento requer tags de afinidade em tandem. A
protease TEV pode ser usada para remover as tags. Tag P: Tag de purificacdo; Tag S: Tag de
solubilidade e de inicio da traducdo; TT: Terminador de Transcri¢do; 5’'UTR: regido 5' ndo traduzida.
Fonte: Adaptado de Jia & Jeon (2016).

Além dessas variaveis, para se obter bons rendimentos proteicos, deve-se considerar
a concentracdo da molécula indutora, uma vez que altas concentra¢6es de IPTG nem sempre
levam a expressdo maxima da proteina, podendo levar a um inicio precoce da fase
estaciondria, além de poder induzir muitas proteases levando a degradacgdo proteolitica da
proteina recombinante. Portanto, € necessario padronizar a concentragdo da molécula
indutora a fim de obter bons rendimentos, considerando que o IPTG ndo é metabolizado
dentro das células e que a sua concentracdo permanece a mesma durante todo o experimento
(GLICK, 1995; WOOD & PERETTI, 2012; RIZKIA et al., 2015).
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A temperatura também tem efeitos significativos no crescimento da linhagem de E.
coli e na expressao de proteinas. Em temperaturas elevadas, a proteina recombinante pode
sofrer degradacéo proteolitica e desnaturacao pelo calor, ficando acumulada como corpos de
inclusdo no citoplasma, sendo assim, temperaturas padronizadas, previnem a degradacédo
proteolitica, melhoram a estabilidade e permitem o dobramento correto da proteina, além de
reduzir a superexpressdo massiva (IFTICHAR, 2021). O tempo de inducdo deve ser
otimizado de tal forma que ndo ocorra a expressdo precoce da proteina e que garanta uma
maxima expressdo em razao do crescimento celular e disponibilidade de nutrientes no meio
de cultivo (GLICK, 2016; IFTICHAR, 2021).

Em alternativa a molécula indutora IPTG, pode-se induzir a expressao em meios de
cultivo contendo glicose e lactose. A glicose € usada preferencialmente como fonte de
carbono, e a lactose s0 é utilizada pelas células para induzir o promotor lac quando a glicose
estd esgotada, sendo necessario que as bactérias tenham um nivel basal de atividade de -
galactosidases para usar a lactose como indutor (ZAHA et al., 2014; IFTICHAR, 2021). A
lactose é tdo eficiente quando o IPTG para a inducéo do promotor lac, e meios de cultivo de
autoindugéo contendo quantidades padronizadas de glicose e lactose sao promissores para a
expressdo de proteinas (IFTICHAR, 2021).

Nesse contexto, a utilizacdo de E. coli como sistema de expressdo de proteinas
recombinantes ja é bem estabelecido, sendo necessario adaptar os parametros de tempo,
meio de cultivo, molécula indutora, densidade 6ética e linhagem, para assim, padronizar a
expressao da proteina de interesse garantindo que se tenha rendimentos maximos de uma

proteina funcional, além da sua solubilidade, quando desejado.

Apobs a otimizacdo da expressdo das proteinas de interesse, a aplicabilidade desse
produto proteico em processos biotecnolégicos, como a utilizacdo de proteinas
recombinantes em ensaios e diagnosticos moleculares, € substancialmente importante.
Porém, a purificacdo de enzimas recombinantes, como aquelas utilizadas em NAATS, é um
processo complexo e que necessita de investimentos, equipamentos, infraestrutura e pessoal
treinado. Além disso, esses insumos precisam de uma cadeia fria de armazenamento e
transporte. Nesse cenario de alto investimento, esses insumos se tornam limitantes, o que
pode inviabilizar a realizacdo dos NAATs em paises em desenvolvimento ou de baixa renda.

Portanto, para melhorar a acessibilidade e a aplicacdo desses insumos proteicos, tem-se a
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necessidade de desenvolver metodologias alternativas que simplifiguem a sua producao,
eliminando a etapa de purificacdo e tornando-os estaveis a temperatura ambiente (BHADRA
etal., 2018; MAGNO et al., 2020).

1.6 Metodologias alternativas para a produgdo de insumos a baixo custo para
0s NAATSs

Embora as estratégias de clonagem e expressdo de um gene sejam bem
compreendidas e viaveis, a purificagdo da proteina em méximo rendimento e pureza é uma
abordagem que requer infraestrutura especializada, experiéncia e equipamentos de alto custo
(GUAN & CHEN, 2014; GO et al., 2016; BHADRA et al., 2018), além de serem realizadas
principalmente em escala industrial (BHADRA et al., 2018).

A purificacdo de proteinas requer procedimentos complexos para lisar as bactérias e
separar a proteina de interesse de todos os componentes celulares indesejados, usando um
conjunto de tampdes e resina cromatografica de alto custo (GUAN & CHEN, 2014; JOSHI
& JAIN, 2017). Geralmente, a purificacdo ocorre por meio de ligantes de alta afinidade que
estdo anexados como “tags” na proteina de interesse, as quais sd80 usadas na separagdo
cromatografica e podem ser removidas ap6s o procedimento, 0 que demanda tempo,
investimento, infraestrutura, além poder ocorrer perda do rendimento proteico na etapa de
purificacdo (ARNAU et al., 2006; MITAL et al., 2021; JOSHI & JAIN, 2017). Além desses
procedimentos, a proteina de interesse deve ser manipulada e mantida em um sistema
refrigerado, variando de 4°C a — 80°C, o que aumenta ainda mais o custo da purificacdo,

armazenamento e transporte da proteina (BHADRA et al., 2018).

Com isso, os insumos proteicos podem ser de limitado acesso e 0s setores
laboratoriais, tanto clinicos quanto de pesquisa, podem ficar com baixo volume de reagentes,
justificado pela limitacdo de recursos, por ndo possuirem estrutura adequada para
armazenamento e manipulagdo dos insumos purificados, além da competitividade
internacional pela cadeia de suprimentos (LOAN et al., 2019; ZHANG et al., 2016).

Como alternativa viavel e eficaz para aumentar a acessibilidade as enzimas
recombinantes para NAATS para a pesquisa e diagndéstico, a simplificacdo da producéo
eliminando as etapas de purificagdo, minimiza os custos de producdo tornando 0s insumos

mais acessiveis aos laboratdrios. Estudos recentes demonstraram que células e extratos de
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bactérias expressando enzimas recombinantes podem ser utilizados diretamente em reacdes
de amplificacdo de A&cidos nucleicos em substituicdo as enzimas purificadas ou
comercialmente disponiveis (BHADRA et al., 2018; LOAN et al., 2019). Esses insumos
possuem produc&o, transporte e armazenamento simplificados, alto rendimento (10° reaces
de PCR por litro de cultivo), além de serem estdveis a temperatura ambiente, pois podem ser
liofilizados (LOAN et al., 2019).

A utilizacdo desses insumos liofilizados em laboratorios clinicos e de pesquisa, pode
maximizar resultados experimentais e de diagnostico, justificado pelo baixo custo de
producdo e aquisicao, viabilidade e facilidade de transporte, proporcionando assim que mais

testes de amplificacdo de acidos nucleicos sejam realizados.
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2. Objetivo
2.1 Objetivo geral:

Producdo de insumos simplificados baseados em bactérias recombinantes para uso em

biologia molecular.

2.2 Objetivos especificos:

I. Otimizagdo das condi¢es de expressdo das enzimas DNA-polimerase de Thermus
aquaticus (Taq) e de Bacillus stearothermophilus (Bst) e a transcriptase reversa do virus da

leucemia murina de Moloney (MMLV-RT) em E. coli;

I1. Padronizagéo de ensaios de PCR, RT-PCR e LAMP utilizando os insumos baseados em

células e/ou extratos de bactérias recombinantes;

I11. Avaliagdo da sensibilidade e especificidade dos testes moleculares com insumos
baseados em extratos brutos de bactérias em comparacdo com as enzimas purificadas e/ou

comercialmente disponiveis;

IV. Avaliacdo da estabilidade dos insumos baseados em bactérias recombinantes.
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Bolsista: CNPq
Orientadora: Profa. Dra. Ana Paula Glinfskoi Thé

Atividades desenvolvidas: Trabalho de campo etnobiolégico em comunidades tradicionais
do Norte de Minas Gerais, com a observacdo de como essas populagdes usam de forma
sustentavel os recursos naturais, além do manejo ecolégico do meio ambiente e a soberania

alimentar.

40



Periodo de nov-dez 2016: Estagio voluntario no Laboratorio de Genética Humana no
Centro de Investigacdo em Antropologia e Saude (CIAS), do Departamento de Ciéncias da

Vida na Universidade de Coimbra.
Bolsista: Voluntario
Orientador: PhD Antonio Carri¢o Portugal.

Atividades desenvolvidas: Desenvolvimento e aplicacdes de técnicas de biologia molecular

para estudos de variabilidade genética humana.

Periodo de 2018-2019: Aluno de iniciagdo cientifica voluntaria no Laboratério de
Morfologia Microscépica da Universidade Estadual de Montes Claros.

Bolsista: Voluntario
Orientadora: Prof MsC. Ricardo Rodrigues Bacchi.

Atividades desenvolvidas: Producdo cientifica de materiais educacionais (atlas) no projeto
Arquivo de Morfologia Microscopica: Citologia, Histologia e Embriologia.

Periodo de 2019-2021: Aluno de iniciacdo cientifica voluntaria no Laboratério de Pesquisa
em Ciéncias da Saude, Centro de Pesquisa em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CPDI) da
Universidade Estadual de Montes Claros e Hospital Universitario Clemente de Faria.

Bolsista: Voluntério
Orientadora: Profa Dra. Thallyta Maria Vieira

Atividades desenvolvidas: Atuando nas areas de parasitologia e salde Unica. Titulo do
Projeto: Deteccéo e identificagdo molecular de Leishmania em pacientes com leishmaniose
visceral no Norte de Minas. Além de participar de projetos como: Expresso Chagas XXI
realizado pelo Sami-Trop e mediando parcerias entre projetos do laboratério e a Secretaria

Municipal de Saude de Montes Claros.
4. EXPERIENCIA DIDATICA ANTERIOR:

Monitoria académica - 2018: Monitoria no Departamento de Biologia Geral na disciplina

Ecologia dos Individuos e das Populagdes. Orientacao: Prof. Dr. Mauricio Lopes de Faria.
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Monitoria académica — 1/2019: Monitoria no Departamento de Biologia Geral na disciplina
Biologia Celular, atuando no campo tedrico e préatico da disciplina. Orientagdo: Profa. Dra.

Fabiana da Silva Vieira Matrangolo.

Monitoria académica — 2/2019: Monitoria no Departamento de Biologia Geral na disciplina
Parasitologia, atuando nas aulas teoricas e praticas. Orientacdo: Profa. Dra. Thallyta Maria

Vieira.

Monitoria académica - 1/2021: Monitoria no Departamento de Biologia Geral na disciplina
Biologia Molecular (forma remota), atuando na carga horaria tedrica e préatica. Orientacéo:

Profa. Dra. Fabiana da Silva Vieira Matrangolo.

Professor-académico — 2018-2019: Professor de biologia no projeto NAP- UNIMONTES
(Nucleo de Atividades para Promocédo da Cidadania da Universidade Estadual de Montes

Claros) ministrando aulas para alunos do Ensino Médio (1°, 2° e 3° anos).
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