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RESUMO

A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) é uma das técnicas de biologia
molecular mais importantes da atualidade e amplamente utilizada em laboratdrios clinicos e
de pesquisa. Considerando a alta fidelidade requerida para algumas PCRs e o0 alto custo para a
aquisicdo de DNA polimerases termoestaveis de alta fidelidade, o objetivo que norteou o
desenvolvimento deste trabalho foi a clonagem, a expressdo e a producdo da proteina Pfu
DNA polimerase para fins comerciais. A sequéncia completa do gene de Pyrococcus furiosus
codificadora da Pfu DNA polimerase foi projetada e adaptada para a frequéncia de codons de
Escherichia coli. A sintese da sequéncia génica foi solicitada a empresa GenScript. A
sequéncia recombinante, denominada rPfu, foi transferida do vetor de clonagem pUC57 da
GenScript aos plasmideos de expressdo de E. coli pET-23a(+) e pGEX-4T-1. Células
competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3)pLysS foram transformadas com os
plasmideos de expressao por eletroporacdo. A analise de extratos proteicos totais de ambas as
linhagens recombinantes em gel de poliacrilamida mostrou a eficiéncia dos testes de
expressdo. Utilizando-se o vetor pET-23a(+)-rPfu, obteve-se a expressao de uma proteina de
aproximadamente 95 kDa, sendo que 5 kDa correspondem a cauda de histidinas originaria do
plasmideo. A rPfu produzida a partir da expressdao de pET-23a(+)-rPfu foi purificada
utilizando-se o0 método de cromatografia imobilizada de ions metalicos (IMAC). Utilizando-se
0 vetor pGEX-4T-1-rPfu, obteve-se a expressdo de uma proteina de aproximadamente 116
kDa, sendo 26 kDa referentes a proteina de fusdo, glutationa S-transferase (GST) originaria
do plasmideo. Procedimentos de purificacdo desta versdo da rPfu, de avaliacdo da atividade
enzimatica e de scale-up para a producdo de quantidades comerciais da proteinas estdo sendo

conduzidos.
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1. INTRODUCAO

A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) é uma das mais importantes técnicas
da biologia molecular, a qual permite a amplificacdo in vitro de moléculas de DNA ou cDNA
de forma extremamente rapida. Os componentes basicos da reagdo sdao molécula de DNA-
molde, oligonucleotideos iniciadores ou primers, desoxirribonucleosideos trifosfatados
(dNTP), DNA polimerase, fon magnésio (Mg?*) cofator da enzima e tamp&o de reagdo. Este é
um processo que decorre em trés passos: desnaturacdo, anelamento e extensdo, que em
conjunto designam um ciclo da PCR e que se repetem em um namero especifico de vezes
(Uhlmann et al., 1998).

As DNA polimerases termoestaveis sdo enzimas fundamentais para a realizacdo de
PCRs, pois se mantém ativas em altas temperaturas, permitindo a realizacdo da reagdo sem a
necessidade de adicdo de mais enzima ap0s cada ciclo de desnaturacdo (Haki & Rakshit,
2003). Entre as DNA polimerases termoestaveis de uso na PCR estdo aquelas de alta
fidelidade, como a obtida de Pyrococcus furiosus (Pfu) e que possui atividade exonucleésica
3'-5%, 0 que Ihe permite corrigir erros introduzidos durante a polimerizagdo com uma taxa de
erro de apenas 1,3 x 10° mutacao/pb/duplicacdo (Cline et al., 1996). O alto custo para a
aquisicdo de DNA polimerases termoestaveis de alta fidelidade disponiveis comercialmente

foi o principal fator motivador para o desenvolvimento do presente trabalho.
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2. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO

O OBJETIVO GERAL proposto para este trabalho é a clonagem, a expressdo e a

producédo da proteina Pfu DNA polimerase recombinante para fins comerciais.
Os seguintes OBJETIVOS ESPECIFICOS foram propostos para o desenvolvimento

desta monografia:

1. Identificacdo de gene(s) de P. furiosus potencialmente codificadores da Pfu DNA
polimerase disponiveis em bancos de dados de sequéncias génicas;

2. Projecdo e sintese da sequéncia da Pfu DNA polimerase ideal para expressdo em
Escherichia coli;

3. Adaptacdo da sequéncia da Pfu DNA polimerase a plasmideos de expressao de E. coli;

4. Expressdo em E. coli e caracterizagdo bioquimica e molecular da Pfu DNA
polimerase;

5. Scale-up da producéo da Pfu DNA polimerase.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Reacdo em cadeia da DNA polimerase

A técnica da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain
reaction) foi desenvolvida e nomeada por Kary Mullis e colegas da Cetus Corporation, em
1985. Rapidamente, esta técnica tornou-se um procedimento de rotina em todos os
laboratorios de biologia molecular para a identificacdo e manipulacdo de material genético, de

clonagem, sequenciamento, mutagénese, diagnéstico e analises genéticas (Mullis, 1990).

3.1.1 Principio da PCR

A amplificagédo pela PCR requer uma quantidade muito pequena de DNA. Este DNA-
molde é desnaturado e a solugdo contendo os primers é adicionada a ele e, pelo pareamento
especifico (A-T/C-G) por ligacdes de hidrogénio, estes primers anelam-se as sequéncias de
DNA que lhe sdo complementares. Na presenca de uma DNA polimerase termoestavel e de
precursores de DNA (os quatro desoxirribonucleosideos trifosfatados: dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), sob condicbes ideais de pH, salinidade e o cofator da enzima [ions magnésio
bivalentes (Mg?")], a sintese de novas fitas de DNA inicia, as quais serdo complementares a
cada uma das fitas do DNA-molde. O volume total da reacdo pode variar dependendo do
objetivo a ser atingido. Em geral, é realizada em volumes de 10 a 50 ul (Uhlmann et al.,
1998).

A PCR consiste em ciclos repetitivos de 3 etapas, e € realizada em termocicladores,
equipamentos que automaticamente controlam e alternam as temperaturas durante periodos
programados de tempo para 0 nimero apropriado de ciclos de PCR. Na primeira etapa, as
moléculas de DNA de fita dupla separam-se completamente (desnaturacao), formando duas
fitas simples que serdo usadas como moldes para os primers e para a DNA polimerase.
Normalmente, a fita de DNA é desnaturada por 1-2 min a 94 °C. As duas cadeias de DNA séo
mantidas unidas por ligac6es de hidrogénio que, por serem relativamente fracas, quebram-se a
altas temperaturas, ao passo que as ligacdes entre as moléculas de fosfato e desoxirribose, por
serem ligacdes covalentes mais fortes, permanecem intactas (Uhlmann et al., 1998).

Na segunda etapa, a temperatura é diminuida para permitir a hibridizacdo ou ligacdo
dos primers (anelamento) as sequéncias complementares na molécula de DNA. A
temperatura de anelamento, entre 50 a 60 °C, dependendo da temperatura média de
desnaturacdo (T, do inglés, melting temperature) dos primers, é a varidvel mais importante

para determinar a especificidade da PCR, de forma que as temperaturas e os tempos de
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anelamento variam de acordo com a sequéncia a ser amplificada. Primers exclusivos para
cada extremidade da sequéncia alvo sdo necessarios para amplificar somente a sequéncia de
interesse. O comprimento do primer é geralmente de 15-30 nucleotideos (Kim et al., 2002).

Na terceira etapa (extensdo ou polimerizacao), ocorre a sintese de uma segunda fita
complementar de DNA que ocorre pela adi¢cdo de dNTP por uma enzima DNA polimerase na
regido de anelamento de cada primer, numa temperatura de aproximadamente 72 °C. A
extensdo deve ocorrer na temperatura recomendada para atividade da enzima utilizada por um
periodo de 30 s a 5 min, dependendo do tamanho da sequéncia-alvo a ser amplificada. (Kim et
al., 2002).

Apds esse periodo, a temperatura é elevada mais uma vez a aproximadamente 95 °C,
para que se separem as fitas duplas de curta extensdo do DNA. As fitas simples tornam-se
moldes para outro ciclo de sintese de DNA. Assim, o ciclo de desnaturagédo, anelamento e
extensdo é repetido por 25 a 35 vezes, produzindo-se de 100 ng a mais de 1 ug de DNA. E
aconselhavel executar o nimero minimo de ciclos necessarios para produzir uma quantidade
viavel de DNA para o uso pretendido, minimizando o numero de mutagdes e obtendo-se,
assim, o produto especifico desejado (Eckert & Kunkel, 1991).

O resultado da PCR (amplicon) é geralmente analisado por eletroforese em gel de
agarose ou de poliacrilamida. Géis de agarose a 2% sdo geralmente suficientes para a
visualizacdo de fragmentos de 50 a 500 pb, sendo que a resolucdo e a sensibilidade sdo
aumentados com a utilizacdo de géis de poliacrilamida numa concentracao entre 6 e 10%.
Métodos de eletroforese capilar também tém tornado-se frequentes na analise de amplicons
(Kramer & Coen, 2001).

3.1.2 Otimizacéo do procedimento de PCR

A padronizacdo de um protocolo de PCR pode significar uma série de testes, onde se
pode alterar a concentracdo dos reagentes basicos, adicionar-se algum potencializador, assim
como alterar as condi¢cdes de amplificacdo, principalmente a temperatura de anelamento e o
tempo de alongamento da nova fita de DNA formada. Atualmente, programas de computacéo
ou até mesmo sites de pesquisa on-line da internet, tais como Basic Local Alignment Tool
(BLAST), no sitio do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), podem ser usados para ajudar na analise das sequéncias
escolhidas. A projecdo dos oligonucleotideos iniciadores é geralmente realizada observando-
se algumas recomendagdes gerais que permitam aumentar a probabilidade de obtengéo de

melhores resultados como, por exemplo, contetdo G+C similar entre os primers, e a projecdo
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de um nimero minimo de estruturas secundarias (baixa complementaridade de um primer
com o outro, particularmente na regido 3’).

A T, de um primer para PCR pode ser calculada pela equacdo simples e genérica:
(nimero de A+T) x 2 °C + (nimero de G+C) x 4 °C . Calculos mais exatos levam em conta a
variagdo de energia livre (AG®) de cada ligacdo de hidrogénio entre os pares A+T e G+C,
além do numero de nucleotideos. Muitos laboratérios utilizam temperaturas de anelamento de
3 °C a5 °C abaixo da Ty dos primers calculada usando-se a formula mais simples como
inicio para os experimentos de otimizacéo da PCR.

A concentracdo de Mg* também deve ser controlada. O excesso de Mg®" livre
provoca a reducdo da fidelidade enzimatica e aumento de produtos ndo especificos. A
auséncia ou pouca quantidade de Mg** mantém inativas as DNA polimerases termoestaveis
(Kramer & Coen, 2001).

Alguns cossolventes podem ser utilizados para aumentar a especificidade da reacéo
como glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), polietilenoglicol (PEG), betaina e formamida.
Algumas amidas de baixo peso molecular também tém potencial para aumentar a
especificidade da PCR (Chakrabarti & Schutt, 2001).

3.1.3 Contaminaces

A alta sensibilidade da PCR pode constituir-se um grave problema, caso ndo sejam
tomadas algumas medidas de seguranca e procedimentos especiais com o objetivo de evitar
contaminacdes, conforme listagem abaixo:

(a) Preparar a reacdo em um laboratério isolado ou, pelo menos, em area
especialmente designada do laboratério para o preparo da PCR;

(b) Manter equipamentos e reagentes para uso na PCR separadamente do equipamento
geral do laboratorio e, principalmente, dos reagentes usados para a analise de
produtos de PCR;

(c) Manter estéreis todos os reagentes que podem ser autoclavados e dividir as
solucBes-estoque em aliquotas para armazenamento em quantidades reduzidas;

(d) Preparar uma pré-mistura contendo todos os componentes da reacdo com exce¢ao
da DNA polimerase e do DNA-molde (que devem ser adicionados por Gltimo);

(e) Usar luvas descartaveis durante o preparo da PCR;

(f) Incluir controles negativos, para verificar possiveis contaminacdes, e controles
positivos com amostras usadas previamente para confirmar a funcionalidade da

mistura de reacdo previamente preparada (Erlich et al., 1991).
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3.1.4 VariacOes da técnica de PCR

A técnica da PCR idealizada por Kary Mullis tinha como objetivo a amplificagdo de
uma Unica regido especifica do DNA. Entretanto, poucos anos depois comecaram a ser
desenvolvidas variacbes do protocolo basico da PCR com uma variedade de objetivos.
Algumas destas técnicas estdo citadas abaixo.

A “PCR multiplex” foi desenvolvida com o objetivo de permitir a amplificacdo
simultanea de mais de uma regido de DNA de tamanhos distintos, incluindo mais de um par
de primers durante os ciclos de amplificacdo. Esta vantagem pode simplificar alguns
experimentos, reduzindo tempo e trabalho. Desde a sua introducgéo, a “PCR multiplex” tem
sido aplicada com sucesso em muitas areas de diagndstico, incluindo a analise de supressao de
genes, a mutacdo e a analise de polimorfismos, a analise quantitativa e deteccdo de RNA
(Elnifro, et al., 2000).

A PCR convencional ndo permite a estimativa exata de valores quantitativos. Por esta
razdo, foi desenvolvida a PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR), que permite
realizar a avaliacdo da quantidade de produto formado durante o curso da reacdo pelo
monitoramento da fluorescéncia de corantes ou sondas introduzidas na reacdo. A
fluorescéncia € proporcional a quantidade de produto formado, e permite registrar o0 nimero
de ciclos de amplificacdo necessarios para obter uma determinada quantidade de moléculas de
DNA. Os usos tipicos da PCR em tempo real incluem a deteccdo de patdgenos, analises da
expressdo génica, analises de polimorfismo de base unica (SNP), analises de aberracdes
cromossdmicas e, mais recentemente, a deteccao de proteinas pela imuno-PCR em tempo real
(Kubista et al., 2006).

A técnica de PCR precedida de transcricdo reversa (RT-PCR, do inglés, Reverse
Transcription-PCR) parte de um RNA-molde que é convertido em DNA complementar
(cDNA) usando uma transcriptase reversa (RT, do inglés, reverse transcriptase). O produto
da RT, isto €, o cDNA, ¢ a seguir submetido a PCR como DNA-molde. A RT-PCR é uma
ferramenta muito sensivel para estudos de expressdo génica em nivel de RNA, especialmente
na quantificacdo de RNA mensageiro (MRNA) ou de niveis de RNA viral (Uhlmann et al.,
1998).

A “hot-start PCR” foi desenvolvida ao observar-se que a mistura de todos os
reagentes da PCR antes da etapa de desnaturacdo inicial proporcionava maiores oportunidades

de ligacdes ndo especificas dos primers com regides do DNA-molde. A utilizacdo de uma



15

DNA polimerase ligada a um anticorpo termosensivel, isto é, que se desnatura no primeiro
ciclo de desnaturacdo e permite a ativagdo da enzima, reduz essa possibilidade de amplificar
produtos indesejados. Como alternativa 8 DNA polimerase conjugada a anticorpo, pode-se
realizar a adicdo de enzima ap0s a desnaturacdo inicial. Embora permita resultados
semelhantes a “hot-start PCR”, esta prética requer maior manipulacéo e, consequentemente,
consumo de materiais e tempo (Arezi et al., 2003).

A “nested PCR” é realizada com a utilizacdo de primers internos ao primeiro par de
primers. Os produtos de uma reacdo de amplificacdo inicial sdo diluidos e utilizados como
molde para uma segunda PCR, na qual €é utilizado outro conjunto de primers, correspondente
as sequéncias localizadas préximas, mas internas aquelas utilizadas na primeira reacdo
(Elnifro, et al., 2000).

3.1.5 Aplicacbes da PCR

A PCR tem sido amplamente aplicada em varias areas de analises da biologia
molecular. Ela pode ser usada para clonar diretamente quaisquer fragmentos de DNA para 0s
quais seja possivel projetar primers flanqueadores. O molde para uma reacdo pode ser tanto
DNA gquanto RNA, de modo que tanto DNA gendmico como cDNAs podem servir de molde
para PCRs. Como conclusédo, além da clonagem de fragmentos especificos ou aleatdrios de
DNA, a PCR permite estimar a presenca ou a auséncia de determinadas sequéncias em nivel
de genoma ou de transcritos, 0 nimero de cdpias génicas e 0 nivel de expressdo génica em
quantidades de mMRNA originais (Erlich et al., 1991).

Vérias doencas de origem genética, como distrofia muscular de Duchene, B-
talassemia, doenca de Huntington, doenca de Tay-Sachs, fibrose cistica, hemocromatose
hereditaria, hemofilia, sindrome de Lesch-Nylon, tém sido diagnosticadas pela PCR (Kim et
al., 2002).

A técnica também possibilita o diagndstico de infecgdes virais, bacterianas e aquelas
causadas por protozoarios circulantes de maneira rapida e precisa. Alguns patdgenos que
podem ser identificados incluem Chlamydia trachomates, Citomegalovirus, Enterovirus,
Haemophylus influenza, Herpes simplex, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
gonorrhoeae, Papiloma Virus (HPV), Plasmodium sp., Toxoplasma gondii, Varicella zooster,
Virus da Hepatite B, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), entre outros (Yang 2004;
Speers, 2006).

A sensibilidade extrema da PCR tem grande uso na medicina forense, pois permite a

determinacdo de tracos minimos de evidéncias biolégicas (manchas de sangue, sémen, cabelos,
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etc.) que sdo frequentemente encontradas em cenas de crimes. A partir destas amostras, é possivel
gerar-se uma “impressao digital de DNA” (do inglés, DNA fingerpriting ou dactiloscopia de
DNA) do individuo da qual a amostra proveio (Walsh, 2004).

Outra aplicacdo da PCR é no diagnostico precoce do cancer, que apesar dos avangos
na tecnologia de diagndstico por imagem, tratamento cirdrgico e nas modalidades
terapéuticas, continua sendo uma importante causa de mortalidade no mundo. A técnica de
PCR em tempo real permite o diagnostico de varios tipos de cancer, entre eles: de mama, de
utero, do colo-retal, de bexiga, de préstata e varios tipos de leucemia e linfomas. Um
diagndstico acurado na fase inicial do cancer permite um excelente prognostico para o

paciente (Deepak et al., 2007).

3.2 DNA polimerases termoestaveis

A introducéo de DNA polimerases termoestaveis na PCR foi um dos mais importantes
desenvolvimentos em pesquisa genética, e que tornou a PCR uma técnica amplamente
utilizada em laboratdrios clinicos e de pesquisa (Kim et al., 2007). Antes da introducdo destas
enzimas termoestaveis, DNA polimerases como o fragmento Klenow da DNA polimerase | de
E. coli e a T4 DNA polimerase, as quais sdo termolabeis, eram as enzimas utilizadas
originalmente por Kary Mullis e seguidores iniciais da técnica. Isto significava que uma nova
aliquota da enzima tinha de ser adicionada apds cada ciclo de desnaturacdo e etapa de
hibridizacdo dos primers, o que tornava o processo demorado, trabalhoso e mais caro, além de
proporcionar resultados de baixa qualidade. Com a descoberta de DNA polimerases
termoestaveis como a origindria da bactéria termofilica Thermus aquaticus (Tag DNA
polimerase), foi possivel a automatizacdo do processo nos equipamentos termocicladores
(Haki & Rakshit, 2003).

A enzima Tag DNA polimerase tem temperatura 6tima de agdo a 72 °C e é
razoavelmente estavel a 94 °C. Esta enzima pode ser adicionada apenas uma vez, no inicio da
reacdo, e permanecera ativa durante a série completa de ciclos de amplificacdo. E a enzima
mais utilizada em PCRs ao redor do mundo desde sua introducdo comercial (Haki & Rakshit,
2003). Desprovida de atividade exonucleasica de revisdo 3°-5’, a Tag DNA polimerase
sintetiza DNA mais rapido do que as enzimas com atividade de revisao 3’-5’, porém com uma
maior taxa de erro. Estima-se que a Tag DNA polimerase incorpore um nucleotideo errado a

cada 100 replicados. Devido a sua alta processividade, versdes desta enzima sdo escolhidas
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para 0 sequenciamento de DNA e para procedimentos de detec¢do. Porém, quando a
fidelidade € necessaria, outras enzimas sdo requeridas (Vieille & Zeikus, 2001).

Outras DNA polimerases termoestaveis foram isoladas de outros organismos e estdo
comercialmente disponiveis para realizacdo da PCR. Entre elas destacam-se a Tbr, isolada de
Thermus brocianus; a Tth, isolada de Thermus thermophilus (Kramer & Coen, 2001); e a Bstl,
isolada de Bacillus stearothermophilus (Haki & Rakshit, 2003).

Algumas propriedades das DNA polimerases sdo essenciais para a amplificacdo de
DNA e sequenciamento, sendo elas a termoestabilidade, a taxa de extenséo, a processividade
e a fidelidade. A termoestabilidade das DNA polimerases é essencial para sua utilizacdo em
procedimentos de amplificacdo. A estabilidade térmica de uma DNA polimerase é geralmente
caracterizada por sua meia-vida em uma temperatura especifica. A sobrevivéncia de uma
enzima em um determinado procedimento difere significativamente, no entanto, dependendo
do meio e de outras condicGes de reacdo como, por exemplo, quantidade de detergentes,
betaina ou outros agucares, pode-se aumentar a estabilidade das DNA polimerases. Assim,
apesar dos dados de termoestabilidade de algumas polimerases ja publicados, é importante
assegurar que a polimerase permaneca ativa nas condi¢Ges operacionais selecionadas (Paviov
et al., 2004).

A taxa de extensao especifica representa o nimero de nucleotideos polimerizados por
segundo por molécula de DNA polimerase. Esta taxa depende fortemente dos meios de reacéo
e do DNA-molde. Algumas moléculas de DNA podem até mesmo formar estruturas que
impedem o alongamento das cadeias a partir dos primers (Pavlov et al., 2004).

O conceito de processividade foi introduzido como a probabilidade de que, apés a
incorporacdo de um nucleotideo, a DNA polimerase ndo se dissocie do DNA quando se
transloca para a proxima posicdo. A processividade caracteriza o numero médio de
nucleotideos incorporados antes da dissociacdo da enzima do DNA-molde. Assim como a
taxa de extensdo especifica, a processividade também depende dos componentes do meio da
reacdo e da sequéncia de DNA-molde. Muitas vezes, aumentar a concentracdo de uma DNA
polimerase, mesmo com baixa processividade, aumenta o comprimento médio dos produtos
sintetizados a partir de um longo DNA-molde. A processividade da Tag DNA polimerase, a
qual pertence a familia A de DNA polimerases, é relativamente alta, com cerca de 40
nucleotideos. Ja as DNA polimerases de P. furiosus e Thermococcus litoralis (“Vent”), entre
outras, estas pertencentes a grande familia B, tém uma processividade baixa de 4-30

nucleotideos (Pavlov et al., 2004).
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A fidelidade é uma propriedade intrinseca das DNA polimerases e é definida como a
capacidade de inserir o nucleotideo correto a fita em extensdo, mantendo fielmente o
pareamento Watson-Crick (Biles & Connolly, 2004). A eficiéncia com que DNA polimerases
inserem um nucleotideo correto varia 10’ vezes, com efeitos correspondentes na
especificidade. Assim, DNA polimerases ineficientes, ou seja, aquelas com uma baixa
eficiéncia para insercdo do nucleotideo correto, apresentam baixa fidelidade, ao passo que as
DNA polimerases eficientes possuem uma alta fidelidade (Pavlov et al., 2004).

A reduzida capacidade de polimerases pouco fiéis de inserir nucleotideos corretos
significa que essas enzimas sdo controladas cineticamente pela virtude de sua eficiéncia
catalitica para inser¢do de nucleotideos corretos. Isto leva a interessante conclusdo de que
polimerases utilizadas em PCR de alto desempenho, ou seja, aquelas que produzem um
rendimento elevado de produtos, criardo um grande numero de pareamentos incorretos
durante a amplificacdo, devido a grande quantidade de DNA sintetizado. Felizmente, muitas
DNA polimerases termoestaveis tém uma atividade exonucleasica 3’-5’de revisdo associada.
O equilibrio de nucleotideos, a concentracdo, 0 pH, as temperaturas da reagédo, o sal, a
concentracdo de metais bivalentes e a sequéncia do DNA-molde afetam significativamente a
fidelidade da reacéo (Pavlov et al., 2004).

Embora o processo da PCR desenvolveu-se rapidamente por intermédio da invencéo
de melhores instrumentos, a necessidade de fidelidade manteve-se um sério desafio. Sabe-se
que as cinco atividades distintas em que erros durante a replicagdo podem ocorrer sdo (i) a
taxa de formacdo de ligacdo fosfodiéster; (ii) a ligacdo do dNTP pela polimerase; (iii) a taxa
de liberacdo de pirofosfato; (iv) a contaminacdo apds a incorporacdo erronea; e (v) a
capacidade de revisao 3’-5’(Haki & Rakshit, 2003).

3.3 DNA polimerases termoestaveis e de alta fidelidade para PCRs

Considerando a alta fidelidade requerida para algumas PCRs, varias enzimas foram
desenvolvidas para suprir esta necessidade. As mais conhecidas comercialmente estdo
apresentadas na Tabela 1. Mais de 50 genes de DNA polimerases foram clonados a partir de

varios organismos, incluindo os termofilicos e outras arquebactérias (Kim et al., 2007).
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Tabela 1: DNA polimerases termoestaveis e de alta fidelidade.

DNA polimerase Organismo Referéncia

Psp “’Deep Vent” Pyrococcus sp. GB-D Cline et al. (1996)

Pfu Pyrococcus furiosus Lundberg et al. (1991)
Pwo Pyrococcus woesei Frey & Suppman (1995)
Tma Thermotoga maritema Bost et al. (1994)

Tli “Vent” Thermococcus litoralis Perler et al. (1992)

Fonte: Haki & Rakshit, 2003

DNA polimerases derivadas de duas arquebactérias hipertermofilicas, Pyrococcus e
Thermococcus, apresentaram uma recente popularidade para uso em PCR, porque oferecem
maior fidelidade do que a Taq DNA polimerase. Em geral, a familia B de DNA polimerases
tem atividade exonucleasica 3'- 5' e permite amplificar o DNA-molde com alta fidelidade. No
entanto, as enzimas desta familia apresentam uma baixa taxa de alongamento em comparacao
com a familia A. Este problema tem sido superado pela otimizacdo dos tampdes de reacdo e a
construcdo de versdes mutantes com diminuigdo da atividade exonucleésica 3'- 5' (Kim et al.,
2007).

A DNA polimerase isolada de P. furiosus (Pfu) € termoestavel e termofilica,
otimamente ativa a 75 °C. A Pfu DNA polimerase apresenta as seguintes caracteristicas de
DNA polimerases termoestaveis: possui termoestabilidade de 6 h a 95 °C; uma taxa de
extensdo de 25 bases/s; e uma processividade menor que 20 bases (Takagi et al., 1997). Esta
enzima possui atividade polimerasica 5°-3” e atividade exonucleasica de correcdo no sentido
3’-5’, sendo Util nas reacdes que exigem alta fidelidade de amplificacdo de DNA de até 25 kb
(Cline et al., 1996).

A Pfu DNA polimerase apresenta maior fidelidade na PCR quando comparada com
outras DNA polimerases de alta fidelidade, com uma taxa média de erro de 1,3 x 10°
mutacdo/pb/duplicacdo, ou seja, cerca de oito vezes mais precisa do que Taq DNA polimerase
(Kim et al., 2008). As taxas médias de erro das DNA polimerases termoestaveis foram
encontradas na seguinte ordem: Pfu (1,3 x 10°) < Deep Vent (2,7 x 10°) < Vent (2,8 x 10°) <
Taq (8,0 x 10°®) << UITma (5,5 x 10”). Estes resultados, obtidos por Cline et al. (1996) est&o
de acordo com as taxas médias de erro obtidas por Flaman et al. (1994).

Cline et al. (1996) tentaram melhorar ainda mais a fidelidade da Pfu, otimizando as

condicbes da PCR. As menores taxas de erro para a Pfu foram observadas quando
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amplificacdes de PCR foram realizadas na presenga de 2-3 mM de sulfato de magnésio
(MgSQy,), 100-300 mM de cada dNTP e uma faixa de pH entre 8,5 ¢ 9,1.

Atualmente, muitas estruturas de DNA polimerases foram determinadas,
demonstrando-se a alta conservacdo entre elas. Os componentes estruturais de DNA
polimerases tém sido geralmente divididos em trés dominios distintos, denominados dedos,
palma e polegar. Vérios aspectos da replicacdo do DNA, como o substrato de ligacdo, a
transferéncia de nucleotideos, a fidelidade e a processabilidade, tém sido propostos a partir
dos complexos das estruturas binarias/terciarias de DNA polimerases com 0 DNA de diversos
substratos. Os dominios dedos e polegar mudam de posicdo dependendo da ligacdo da
polimerase ao seu substrato. A ligacdo da DNA polimerase abre as conformacgdes dos
dominios dedos e polegar. Quando o substrato € ligado, os dois dominios avangcam em dire¢do
ao dominio palma para manter mais fortemente o pareamento entre as fitas primer/molde.

Na Pfu DNA polimerase existem cinco dominios, denominados dedos, palma, polegar,
exonuclease e dominio N-terminal. O dominio exonuclease também muda sua conformacao
dependendo da replicacdo do DNA ou edicdo. Quando um nucleotideo incompativel é
incorporado nas fitas recém sintetizadas, as fitas primer/molde ligam a polimerase mais
fracamente, ou sdo desalinhadas com o respectivo sitio ativo da polimerase. Eventualmente, a
dupla hélice desenrola-se e nucleotideos incompativeis sdo movidos para o sitio ativo do
dominio exonuclease e sdo extirpados. Na conformacéo fechada do DNA ligado no dominio
polegar, a parte 3’ final da fita do primer ndo pode ligar no dominio exonuclease devido ao
impedimento estérico causado principalmente pela borda do dominio polegar. Apenas as
conformac6es abertas do dominio polegar permitem a ligacdo de fitas Unicas de DNA primer
(DNA fita-simples ou ssDNA, do inglés, single-stranded DNA) no sitio ativo exonuclease.
Em geral, as conformac6es de cada dominio sdo bem coordenadas com os outros para realizar
0 processo de replicacdo do DNA (Kim et al., 2008).

Algumas questbes que ainda hoje estimulam cientistas na area, portanto, sdo as
melhorias exigidas na fidelidade da PCR, o desenvolvimento de estratégias para 0 uso mais
econbmico das enzimas, assegurando a rapida multiplicacdo de fitas menores. Uma DNA
polimerase termoestavel tendo estas caracteristicas certamente melhorara os resultados
obtidos pela PCR (Haki & Rakshit, 2003).
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3.4 Custos de comercializagdo de DNA polimerases termoestaveis e de alta fidelidade e
propriedade intelectual
3.4.1 Custos de comercializacao

Considerando o alto custo para a aquisicdo de DNA polimerases termoestaveis e de
alta fidelidade disponiveis no mercado, foi realizada uma pesquisa de precos das principais
enzimas de alta fidelidade comercializadas no mercado brasileiro. Na Tabela 2 estdo
apresentadas estas enzimas e seus custos para aquisicdo. Como conclusdo, podemos observar
que os valores de 500 unidades enzimaticas (U) destas enzimas no mercado brasileiro variam
de R$ 555,00 a aproximadamente R$ 2.000,00.

Tabela 2: Custo para a aquisicdo de DNA polimerases termoestaveis e de alta fidelidade na
apresentacdo de 500 U no mercado brasileiro.

Descricao Concentracéo Marca Preco R$
Cloned Pfu DNA 2,5 U/ul Stratagene 1.997,00
Polymerase
Deep Ventg"DNA 2 U/l New England 797,00
Polymerase
Fideli Taq"" DNA 5 U/l GE Healthcare 1.232,00
Polymerase
Gene Amp® High Fidelity 5 U/ul Applied Biosystems 1.411,00
PCR System
KOD Hi-Fi DNA 5 U/ul Novagen Descontinuada
Polymerase
Pfu DNA Polymerase 2-3 U/ul Promega Descontinuada
Pfu DNA Polymerase 5 U/ul Fermentas 1.120,00
(recombinant)
Pfx 50" DNA 5 U/l Invitrogen 678,00
Polymerase
Phusion® High Fidelity 2 U/ul New England 1.927,00
DNA Polymerase
Platinum® Taqg DNA 5 U/ul Invitrogen 785,00
Polymerase High Fidelity
Platinum® Pfx DNA 2,5 U/ul Invitrogen 877,00
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Polymerase ‘ ‘ ‘

Ventz® DNA Polymerase ‘ 2 Ul ‘ New England ‘ 555,00

3.4.2 Propriedade intelectual

A aplicacdo em escala industrial e empresarial dos avancos cientificos e tecnolégicos
advindos da pesquisa biolégica constitui o chamado setor de biotecnologia. O mesmo
representa um dos setores mais promissores da economia e 0s avangos biotecnoldégicos tém
potencial comprovado de impactar diretamente a qualidade de vida da populagdo e gerar
desenvolvimento econdmico e social. Como exemplos deste fantastico impacto pode-se citar
0 advento de animais e vegetais transgénicos, o desenvolvimento de novos medicamentos,
vacinas e terapias, bem como a producéo de adjuvantes alimentares e nutracéuticos. O uso
estratégico da propriedade intelectual € importante para se assegurar maior competitividade a
biotecnologia nacional, e que os beneficios dos investimentos em biotecnologia sejam
revertidos em prol do desenvolvimento nacional.

Uma busca por patentes sobre sequéncias e proteinas recombinantes de DNA
polimerases realizada no sitio do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) na

internet (www.inpi.gov.br), acessado dia 01/05/2010, revelou a inexisténcia de documentos de

protecdo intelectual sobre estes temas. Nesta busca, foram pesquisados nos titulos e nos
resumos das obras depositadas os seguintes termos: DNA polimerase, Pfu, Pyrococcus
furiosus, termoestavel. O resultado da pesquisa esta mostrado na Tabela 3.

Realizou-se também uma busca, com 0s mesmos termos pesquisados no INPI, no sitio
da base de dados com informac6es bibliograficas de documentos de patentes de varios paises
da América Latina (LATIPAT, http://Ip.espacenet.com/) acessado no dia 01/05/2010. Nesta

base de patentes, também nédo foi encontrada qualquer patente da sequéncia em estudo.
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Tabela 3: Resultados da busca de patentes sobre DNA polimerases de alta fidelidade no

INPI.
Termo pesquisado Local pesquisado Resultado (NUmero de processos)
Pfu Titulo e resumo 0
Pyroccoccus furiosus | Titulo e resumo 0
DNA polimerase Titulo 14
Resumo 2
Termoestavel Titulo 21
Resumo 37

Finalmente, para a verificacdo de patentes internacionais sobre os temas, uma busca

foi realizada com a sequéncia peptidica da Pfu DNA polimerase no sitio conjunto do
European Patent Office (EPO) e do United States Patent and Trademark Office (USPTO,

http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html).

patentes, conforme mostrado na Tabela 4.

Como resultado foram encontradas 20

Tabela 4: Patentes depositadas e acessiveis no EPO e no USPTO referentes a Pfu DNA

polimerase.
Base de | Empresa Numero da Data Resumo
dados patente
EPO Applera W02006074288 | 13/07/2006 | Polypeptides having nucleic acid
Corporation (US) binding activity
EPO Applera W02006074233 | 13/07/2006 | Polypeptides having nucleic acid
Corporation (US) binding activity and compositions
and methods for nucleic acid
amplification
EPO Bio-Rad EP1832652 12/07/2007 | Improved nucleic acid modifying
Laboratories, Inc enzymes
(US)
EPO Genesys Ltd (GB) | W02009087394 | 16/07/2009 | CREN7 Chimeric Protein
EPO Medical Research W02008029085 | 13/03/2009 | Polymerase
Council (US)
EPO Roche Diagnostics | EP1350841 08/10/2003 | Thermostable or thermoactive DNA



http://www.uspto.gov/
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GmnH (DE) polymerase with attenuated 3'-
5 exonuclease activity
EPO Stratagene EP2110432 21/10/2009 | High fidelity DNA polymerase
California (US) compositions and uses therefor
EPO University of WO03089637 30/10/2003 | Mutation of DNA Polymerase from
Newecastle Upon Archaeobacteria
Tyne (GB)
EPO University of W02006030174 | 23/03/2006 | DNA Polymerase
Newcastle Upon
Tyne (GB)
USPTO | Amersham Life US5827716 27/10/1998 | Modified pol-I1 type DNA
Science, Inc polymerases
USPTO | Bio-Rad US7541170 02/06/2009 | Nucleic acid modifyind enzymes
Laboratories, Inc
USPTO | Bio-Rad US7560260 14/07/2009 | Compositions with polymerases
Laboratories, Inc activity
USPTO | MJ Bioworks, Inc. | US6627424 30/07/2003 | Nucleic acid modifyind enzymes
USPTO | Roche Molecular US7148049 12/12/2006 | Thermostable or thermoactive DNA
Systems, Inc. polymerase molecules with
attenuated 3 -5 exonuclease activity
USPTO | Stratagene US5489523 06/02/1996 | Exonuclease-deficient thermostable
Pyrococcus furiosus DNA
polymerase |
USPTO | Stratagene US5545552 13/08/1996 | Purified termostable P. furiosus
DNA pol |
USPTO | Stratagene US5866395 02/02/1999 | Purified termostable P. furiosus
DNA pol |
USPTO | Stratagene US5948663 07/09/1999 | Purified termostable P. furiosus
DNA pol |
USPTO | Stratagene US6489150 03/12/2002 | Purified termostable P. furiosus
DNA pol |
USPTO | Stratagene US7045328 16/05/2006 | Purified termostable P. furiosus

DNA pol |
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Como conclusdes das buscas realizadas para protecdo intelectual sobre sequéncias e
proteinas recombinantes da Pfu DNA polimerase, a empresa Stratagene é a principal titular de
patentes depositadas no EPO e no USPTO. Porém, no ambito do mercado brasileiro, ndo ha
patentes equivalentes depositadas. Segundo nossa compreensao da legislagcéo brasileira sobre
propriedade intelectual (Lei da Propriedade Industrial 9.279/96, em vigor desde 15 de maio de

1997 em substituicdo a Lei 5772/71, e atualizada de acordo com a Lei 10.196/01, disponivel

em http://www.inpi.gov.br/menu-esquerdo/patente/pasta_legislacao, a producdo comercial de
qualquer versdo de DNA polimerases no Brasil, incluindo-se a Pfu DNA polimerase, é
permitida sem a necessidade de coleta de royalties, uma vez que tais invengdes ndo estdo
protegidas no pais. Com respeito aos produtos do desenvolvimento do presente projeto de
pesquisa, caso obtenha-se sucesso na producdo de uma Pfu DNA polimerase funcional e com
potencial comercial, uma consulta a 6rgdos e profissionais especializados em protecédo

intelectual seré realizada antes da comercializagéo.

3.5 Producgdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli

A bactéria E. coli foi o primeiro organismo utilizado como célula hospedeira e é
frequentemente a primeira escolha para a producéo de proteinas recombinantes e engenharia
metabolica. Alem de ser o organismo padrdo em laboratorios de biologia molecular no mundo
inteiro para expressar proteinas, uma parcela significativa de proteinas comercializadas para
fins terapéuticos, aproximadamente 40%, € feita em sistemas de expressdo em E. coli (Ni &
Chen, 2009).

Essa bactéria € um sistema de expressdo altamente versatil devido a répida
multiplicacdo celular, a alta velocidade de producdo de proteinas e ao extenso conhecimento
fisiologico. Porém, cada proteina a ser expressa representa um desafio, independentemente do
organismo hospedeiro, e o alto nivel de sintese deve ser otimizado em cada situacdo por meio
de variacGes de diferentes parametros de cultura, inducdo e estabilizacdo dos produtos
(Swartz, 2001).

De fato, segundo Sivashanmugam et al. (2009), as vantagens de rapida multiplicacéo,
com densidade elevada em um meio de baixo custo, a genética bem caracterizada e a
disponibilidade de um grande nimero de vetores de clonagem e cepas mutantes, permitiram
que E. coli oferecesse um meio rapido, com alto rendimento econdmico para producdo de
proteinas recombinantes.

Aproximadamente 80% das proteinas produzidas para resolu¢do de suas estruturas

tridimensionais, e cujos resultados sdo submetidos ao Banco de Dados de Proteinas (PDB, do
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inglés, Protein Data Bank, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do), séo oriundas de sistemas
de expressdo de E. coli. (Sorensen & Mortensen, 2005). A expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli depende, naturalmente, de varios fatores para garantir a obtencéo de
alta produtividade com baixo custo agregado, tais como as cepas bacterianas, um forte
promotor, a estabilidade de mRNA e do plasmideo, a frequéncia de cddons do gene de
interesse, a condicdo adequada de cultura como temperatura, aeragdo e composicdo dos meios
(Jana & Deb, 2005). A cepa de E. coli para a expressao recombinante é altamente importante.
Cepas para expressdao devem ser deficientes de proteases prejudiciais, devem manter a
expressdo do plasmideo estavel e conferir os elementos genéticos relevantes para o sistema de
expressao. E. coli BL21 é o hospedeiro mais comum no atendimento a estes requisitos e tem
se revelado um padrdo para aplicacdes de expressao recombinante. E. coli BL21 é uma cepa
robusta, capaz de multiplicar-se vigorosamente em meios minimos. Adicionalmente, é nédo-
patogénica e improvavel de sobreviver em tecidos humanos ou animais ou causar doengas e
intoxicacgdes (Sorensen & Mortensen, 2005).

Um promotor génico eficiente deve apresentar varias caracteristicas desejaveis. Entre
elas, deve ser forte, ter um baixo nivel de expressdo basal, ou seja, ser fortemente regulado,
ser facilmente transferivel para outras cepas de E. coli para facilitar os ensaios de rendimento
de proteina com um grande nimero de linhagens, e sua inducdo deve ser realizada de forma
simples e rentavel (Jana & Deb, 2005). O promotor génico T7, derivado de bacteriofagos
lambda T7 e presente no sistema de expressdo pET (comercializado pela Novagen) €, de
longe, o mais utilizado na preparacdo de proteinas recombinantes. Em 2003, o sistema pET
representou mais de 90% dos protocolos de preparacdo de proteinas cujas estruturas foram
depositada no PDB. Os sistemas que utilizam o promotor PL/repressor cl como, por exemplo,
pLEX (Invitrogen), o promotor TRC como, por exemplo, pTrc (GE Healthcare), o promotor
Tac como, por exemplo, pGEX (GE Healthcare) e hibridos lac/T5 como, por exemplo, pQE
(Qiagen) sdo também comumente utilizados em laboratérios de biologia molecular para a
producdo de proteinas recombinantes em E. coli (Sorensen & Mortensen, 2005).

Os promotores comumente empregados para a expressao heterdloga de proteinas
exigem a adicdo de uma molécula indutora, o esgotamento ou a adi¢cdo de um nutriente ou,
ainda, a mudanca de um fator fisico ou fisico-quimico como o pH ou a temperatura. O
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) € um forte indutor de genes sob o controle do
promotor lac. E, na realidade, um inibidor da atividade da proteina repressora Lacl nos
sistemas de expressao lac. No entanto, devido a sua toxicidade e alto custo, ele é indesejavel

na producdo de proteinas recombinantes em grande escala ou para finalidades terapéuticas.
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Uma alternativa é o uso da molécula andloga e original lactose, pelo seu baixo custo e por ndo
ser toxica as células (Jana & Deb, 2005).

Os sistemas de termo regulacdo sdo particularmente adequados para a producgédo de
proteinas em grande escala, pois sdo altamente produtivos, podem ser facilmente regulados,
minimizam a manipulagdo das culturas, e evitam o uso de produtos quimicos indutores.
Apesar destas vantagens, estes sistemas ainda apresentam muitos problemas relacionados com
as respostas fisioldgicas durante a inducéo de proteinas recombinantes, 0 que causa um maior
consumo de energia e carga metabdlica, afetando a produtividade e a qualidade do produto
final (Cruz et al., 2010)

A estabilidade do mRNA heter6logo é muitas vezes comprometida por Vvarias
diferentes formas de ribonucleases (RNases) celulares que participam da degradacdo do RNA
em E.coli, incluindo endonucleases (RNase E, RNase K e RNase I11) e 39 exonucleases,
principalmente RNase 1l e polinucleotideo fosforilase (PNPase). A protecdo de mMRNAs das
diversas RNases bacterianas depende da flexibilidade do RNA, da protecéo por ribossomos e
da modulacéo da estabilidade do mMRNA por poliadenilacdo (Jana & Deb, 2005; Sorensen &
Mortensen, 2005).

A estabilidade do plasmideo € influenciada por suas propriedades, incluindo tamanho
e seqliéncia de nucleotideos, pela origem genética do hospedeiro, bem como pela temperatura
da cultura, da taxa de multiplicacdo e das concentracfes dos substratos. Uma estratégia para
aumentar a estabilidade dos plasmideos e tornar a expressao mais eficiente € o emprego de um
plasmideo “fora de controle” (do inglés, runaway), no qual a replicacdo pode ser induzida de
forma independente a multiplicacdo bacteriana e em fase especifica da fermentacéo,
permitindo mais de 1.000 copias do plasmideo por célula hospedeira na fase de expressao
(Schmidt, 2005).

Nos genes enddgenos de E. coli, assim como nos genes de todos 0s demais organismos
vivos, ha naturalmente combinagdes de cddons mais frequentes do que outras. Assim, existem
os denominados codons principais e 0s codons raros. Os codons AGG/AGA, AUA, CUA,
CGA e CCC geralmente ocasionam problemas de erros de traducao, pois sdo encontrados em
baixa frequéncia em E. coli (Jana & Deb, 2005). Quando os produtos da transcricdo contém
cddons raros, geralmente ocorrem problemas na traducao durante a fase de producdo, levando
a reducdo na quantidade e na qualidade da proteina recombinante. Alguns destes erros
incluem a substituicdo de aminoacidos, a troca de fase de leitura em que um ou alguns pares
de nucleotideos sdo eliminados (“deletados™) ou inseridos, ou a termina¢do prematura da

tradugdo (Sorensen & Mortensen, 2005). Algumas estratégias para contornar o problema do
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uso preferencial de codons (do inglés, codon usage) é a cotransformacéo da célula hospedeira
com um plasmideo contendo a sequéncia do tRNA do anticodon raro ou projetar um gene
sintético com o uso de cddons otimizados (Jana & Deb, 2005).

Por Gltimo, mas ndo menos importante, a composicdo do meio deve ser
cuidadosamente formulada e monitorada, porque pode ter importantes efeitos metabdlicos
sobre a producdo de células e proteina recombinante. Em geral, a multiplicacdo de E. coli é
inibida quando os seguintes nutrientes estdo presentes acima de determinadas concentragdes:
glicose (50 g/l), ambnia (3 g/l), ferro (1,15 g/l), magnésio (8,7 g/l), fésforo (10 g/l) e zinco
(0,038 g/l). Portanto, estes e outros componentes dos meios, sejam eles substratos ou produtos
do metabolismo celular, devem ser controlados (Lee, 1996).

A temperatura também é uma importante variavel que pode ser utilizada no controle
do metabolismo celular. Ao se reduzir a temperatura do meio de cultivo de E. coli de 37 °C
para 26-30 °C, uma reducdo na captacdo de nutrientes e na velocidade de multiplicacdo
podem ocorrer. Em contrapartida, a reducdo da temperatura de cultivo promove a reducdo da
formacgéo de subprodutos toxicos, muitas vezes incrementando a quantidade e a qualidade da
proteina recombinante produzida (Lee, 1996).

Varias técnicas de cultura de E. coli de alta densidade celular t¢ém sido desenvolvidas
para melhorar a produtividade e também para proporcionar vantagens como a reducdo do
volume de cultura, a reducdo no investimento em equipamentos e nos custos de producdo. A
obtencdo do cultivo de alta densidade celular € iniciada pelo estudo em biorreator, que
frequentemente opera em regime de bateladas alimentadas para atingir elevadas
concentracdes celulares. Culturas celulares de alta densidade devem, portanto, ser
consideradas como estratégia para melhorar o rendimento e a qualidade da proteina

recombinante produzida, conforme sua natureza (Lee, 1996).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ldentificagdo de gene de P. furiosus potencialmente codificador da Pfu DNA
polimerase e andlises in silico

A sequéncia nucleotidica de P. furiosus codificadora da DNA polimerase foi obtida do
banco de dados de sequéncias génicas do NCBI pelo emprego das palavras-chave
“Pyrococcus furiosus” e “polymerase”.

Com o objetivo de atestar a funcionalidade da enzima codificada, foram realizadas
analises in silico no banco de dados Pfam 24.0 (Instituto  Sanger,
www.sanger.ac.uk/search/sequence) e nos bancos de dados COG e CGAP Kegg disponiveis
pelas péginas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais

(www.biotec.ich.ufmg.br/pct/proc.php).

4.2 Projecdo, adaptacao e sintese da sequéncia nucleotidica da Pfu DNA polimerase

Os codons da sequéncia nucleotidica original codificadora da DNA polimerase de P.
furiosus foram comparados com a frequéncia de uso de codons (codon usage) de E. coli K-12
por intermédio de ferramenta Graphical Codon Usage Analyser 2.0 ( www.gcua.de). Para
verificar a correspondéncia dos cddons com os aminoacidos foi utilizado o programa Expasy

(http://expasy.org/tools/dna.html). Apds a otimizagdo manual dos cddons de P. furiosus para

E. coli, a sequéncia otimizada da Pfu DNA polimerase para expressdo em E. coli passou a se
chamar rPfu (do inglés, recombinant Pfu).

Os plamideos escolhidos para a adaptacéo da sequéncia e expressdo da rPfu em E. coli
foram pET-23a(+) (Novagen) e pGEX-4T-1 (GE Healthcare). Estes plasmideos permitem a
adicdo de uma cauda de histidinas (His-tag) e da glutationa S-transferase (GST),
respectivamente, permitindo que a proteina de interesse seja mais facilmente purificada. Para
tanto, as enzimas de restricdo escolhidas foram EcoRI e Xhol (Promega), permitindo que a
sequéncia mantivesse a fase de leitura das sequéncias codificadoras da His-tag e da GST de
ambos os plasmideos. A confirmacdo das fusGes transducionais foi realizada manualmente e
pelo emprego do programa Vector NTI Advanced™ versdo 9 (Invitrogen).

Para comparacdo e alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos e peptidica

de Pfu e rPfu, utilizou-se o programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw).

A sintese da sequéncia final projetada e otimizada (rPfu DNA polimerase) foi

solicitada a empresa GenScript (www.genscript.com). Uma massa total de 4 pg do plasmideo
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de clonagem pUC57 contendo a sequéncia de interesse foram fornecidos pela empresa

GenScript.

4.3 Clonagem da sequéncia da rPfu DNA polimerase em plasmideos de expressao e
transformacao de E. coli

As reagoes de clivagem de DNA plasmidial foram realizadas utilizando-se o tampé&o
adequado a melhor eficiéncia para clivagem de cada enzima, conforme recomendacdes dos
fabricantes e as regras gerais para reagdes com endonuclaeases segundo Sambrook & Russel
(2001). Primeiramente foi realizada a clivagem de 3 pg dos plasmideos pUC57-rPfu, pET-
23a(+) e pGEX-4T-1 com 5 U da enzima de restricdo EcoRlI, incubando-se as reagdes a 37 °C
por 1 h e 30 min e precipitando-se com acetato de amoénio e etanol por 2 h a -20 °C, seguindo-
se centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 min. Os sobrenadantes foram descartados e 0s
precipitados foram secos por 1 h a temperatura ambiente. Apds estas etapas, procedeu-se as
reacOes dos plasmideos com a enzima de restricdo Xhol. Os produtos das reagdes foram
analisados por eletroforese em gel de agarose. A banda de DNA correspondente ao gene da
rPfu DNA polimerase foi purificada de gel a partir do produto de clivagem de pUC57-rPfu
utilizando-se 0 “GFX PCR DNA and Purification Band Gel Kit” (GE Healthcare) segundo
orientacdes do fabricante. Reacdes de ligacdo do fragmento da rPfu DNA polimerase com o0s
plasmideos pET-23a(+) e pGEX-4T-1, ambos clivados com EcoRI e Xhol, foram realizadas
com a T4 DNA ligase (Promega) segundo orientacdes do fabricante. As reacdes de ligacdo de
DNA foram procedidas utilizando-se uma proporcdo molar vetor: fragmento de 3:1. As
reacdes foram incubadas a 22 °C por 1 h e inativadas a 65 °C por 10 min.

Aproximadamente 100 ng de plasmideos ou 2 pl dos produtos das reacdes de ligacao
foram misturados a 50 pl de células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue. As células foram
submetidas a eletroporacdo em eletroporador (Eppendorf 2510) a 2.500 V durante 5 ms. A
sequir, as suspensdes de células foram inoculadas em 1 ml de meio liquido Luria-Bertani (LB)
e incubadas a 37 °C a 200 rpm. Apd6s 1 h, 100 pl de células foram distribuidas em placas de
Petri contendo meio LB soélido acrescido de ampicilina a 100 pg/ml. As placas foram
incubadas a 37 °C por 16 h. Plasmideos foram purificados a partir de 12 colénias formadas,
resistentes ao antibidtico (recombinantes), derivadas de células transformadas com pET-
23a(+)-rPfu ou pGEX-4T-1-rPfu.
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4.4 Extracgdo de plasmideos

Plasmideos foram purificados pelo método da lise alcalina a partir de 1,5 ml de
culturas bacterianas incubadas por 16 h a 37 °C e agitacdo a 200 rpm em meio LB liquido
contendo 100 pg/ml de ampicilina essencialmente como descrito em Sambrook & Russel
(2001). A quantificacdo dos plasmideos e do fragmento de DNA da rPfu foi realizada no

aparelho Qubit® (Invitrogen), conforme orientaces do fabricante.

4.5 Expressdo da rPfu DNA polimerase

Os plasmideos pET-23a(+)-rPfu e pGEX-4T-1-rPfu foram utilizados para transformar
por eletroporacdo linhagens de E.coli BL21(DE3)pLysS. Uma colonia transformada foi
inoculada em frasco Erlenmeyer de 125 ml contendo 10 ml de meio LB liquido suplementado
com 100 pg/ml de ampicilina. A cultura foi incubada a 37 °C com agitacdo de 200 rpm por 16
h. ApOs este periodo, 1 ml da cultura foi inoculado em frasco Erlenmeyer de 500 ml contendo
50 ml de meio LB e ampicilina a 100 pg/ml. A cultura foi incubada a 37 °C em incubador
giratorio com agitacdo de 200 rpm até atingir uma densidade Optica a 600 nm (ODggp) de 0,5.
Em seguida, um volume de IPTG foi adicionado a cultura para obter-se uma concentracao
final de 1 mM. A inducdo foi testada em temperatura de 37 °C por 4 h, sendo retiradas
aliquotas a cada hora. Apoés a inducéo, as células foram recuperadas por centrifugacao a 3.000

g, a 4 °C durante 15 min. Os sedimentos celulares foram congelados e armazenados a -20 °C.

4.6 Purificacédo da rPfu DNA polimerase

Os sedimentos celulares foram ressuspendidos em tampdo LEW, utilizando-se 5 ul de
tampao para cada mg de sedimento obtido do cultivo, acrescidos de 1 mg/ml de lisozima. A
lise celular foi realizada em desmembrador sénico VibraCell com 3 ciclos a 30 W por 30 s
com 1 min de intervalo. O lisado foi centrifugado a 10.000 g por 30 min a 4 °C. A purificacdo
da rPfu DNA polimerase foi realizada em coluna Protina Ni-TED 1000 (Macherey-Nagel),
conforme recomendacdes do fabricante. A fracdo sollvel foi aplicada na coluna e a enzima foi
eluida com 1,5 ml de imidazol em quatro diferentes concentracdes de 40, 60, 100 e 250 mM.
A pureza e a massa molecular aparente foram determinadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida.
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4.7 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para as anélises de DNA em géis de agarose, foi utilizado o sistema de eletroforese
horizontal com gel submerso, sendo o preparo dos géis realizado como descrito em Sambrook
& Russel (2001). A agarose, na concentracdo de 0,8%, foi fundida em tampdo TAE 1x (Tris-
acetato a 40 mM, EDTA a 1 mM, pH 8,2), adicionada de 2,5 pl de Gel Red (Biotium) A
eletroforese foi realizada em tampdo TAE 1x e o tamanho dos fragmentos de DNA foi
estimado com base no marcador de tamanhos de fragmentos de 1 kb (Invitrogen). Para as
migracGes de DNA nos géis de agarose foi utilizada a fonte Power PAC (Bio-Rad) ajustada a
100 V. Apds a eletroforese, 0 DNA foi visualizado em transiluminador ultravioleta a 254 nm

(Bio-Rad). As imagens dos géis foram captadas pelo uso do equipamento Gel-Doc (Bio-Rad).

4.8 Eletroforese de extratos proteicos em gel de poliacrilamida

A separacdo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi executada utilizando-se 0 método de Laemmli (1970),
usando-se gel de empacotamento a 5% e gel de corrida a 12%, em uma cuba de eletroforese
vertical (Bio-Rad). As amostras foram desnaturadas por fervura (3 min a 100 °C) em tampéo
de amostra (Tris.HCl a 125 mM, pH 6,8; SDS a 4%; glicerol a 40%; -mercaptoetanol a 400
mM e azul de bromofenol a 0,002%). Um volume de 15 pl de cada amostra desnaturada foi
aplicada nos géis. Como proteinas padrdo de massa molecular, 12 proteinas variando de 14,4
a 220 kDa foram utilizadas (GE Healthcare). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue R-250.

4.9 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento do DNA foi realizado no sequenciador automatico ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), seguindo os protocolos que acompanham o
equipamento e o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). A
quantidade de DNA-molde utilizada para o sequenciamento foi de 60 ng e 4,5 pmol de primer
T7 e PTac para pET-23a(+) e pGEX-4T-1, respectivamente. A qualidade dos resultados foi

analisada pelo programa Sequencing Analysis (Applied Biosystems).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sele¢do e defini¢cdo de sequéncia nucleotidica para a producdo de uma DNA
polimerase termoestavel e de alta fidelidade para PCR

Considerando as DNA polimerases existentes e com a sequéncia nucleotidica
completa disponivel em bancos de dados, a Pfu DNA polimerase isolada de Pyrococcus
furiosus possui uma das mais baixas taxas de erro entre as DNA polimerases de alta
fidelidade. Ela também possui uma das menores sequéncias nucleotidicas, gerando
consequentemente um menor custo para a sintese da sequéncia.

A partir das palavras-chave “Pyrococcus furiosus” e “DNA polymerase”, foi possivel
identificar a sequéncia completa da Pfu DNA polimerase deste organismo no banco de
sequéncias nucleotidicas do NCBI. A sequéncia completa esta identificada pelo codigo de
acesso D12983 e possui 2.785 pb. Somente a regido codificadora (CDS, do inglés, coding
sequence), que se estende da posicdo 237 da sequéncia nucleotidica até o cddon de
terminacdo, na posicdo 2.564, foi utilizada. A CDS codifica um total de 775 aminoécidos,
com uma massa molecular estimada de 90 kDa.

As andlises in silico realizadas por alinhamento de sequéncias, comparando-se a
sequéncia deduzida de aminoacidos da Pfu DNA polimerase com sequéncias de proteinas
curadas depositadas no Instituto Sanger permitiram confirmar a classificacdo da enzima como
uma DNA polimerase da familia B, com funcéo de replicacdo, recombinacdo e reparacéo do
DNA em bactérias.

A sequéncia original da DNA polimerase de P. furiosus foi adaptada para a frequéncia
de uso de cddons (codon usage) de E. coli K-12, para que a proteina pudesse ser expressa sem
problemas na traducdo durante a fase de producdo, o que poderia levar a uma reducédo na
quantidade e qualidade da proteina recombinante. Na Figura 1 estdo representadas as
diferencas entre o uso preferencial de codons de P. furiosus e E. coli. Esta diferenca atinge o
valor bastante significativo de 39,03 % entre os microrganismos. Portanto, a conversao dos
cddons de P. furiosus para os cddons preferenciais de E. coli € possivelmente fundamental

para a expressdo da proteina neste Gltimo microrganismo.
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Figura 1: Comparacéo grafica de codon usage de P. furiosus (barras vermelhas) com E. coli
K-12 (barras pretas). Na ordenada esta representado o percentual de adaptabilidade relativa
(em inglés, rel. adaptiveness). Na abcissa estdo representados os cddons e aminoacidos
correspondentes. Os graficos foram gerados com o uso da ferramenta Graphical Codon Usage

Analyser 2.0 (www.gcua.de).

A partir da analise dos graficos representados na Figura 1, realizaram-se modificacfes

nos codons que apresentavam diferencas maiores do que 50% entre 0s microrganismos.

Portanto, foram realizadas modificaces nos codons que codificam Alanina (Ala, A),
Arginina (Arg, R), Glicina (Gly, G), Glutamato (Glu, E), Glutamina (GIn, Q), Isoleucina (lle,
1), Leucina (Leu, L), Lisina (Lys, K), Prolina (Pro, P), Serina (Ser, S), Treonina (Thr, T) e

Valina (Val, V) conforme representadas na Tabela 5. Em geral, somente o Gltimo nucleotideo

do cddon foi modificado. Para alguns aminoacidos, no entanto, foi necessaria a troca de dois

nucleotideos.
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Ap6s a modificacdo manual da sequéncia nucleotidica para a otimizacdo do uso de
codons por E. coli, foram buscados na sequéncia final os sitios de clivagem para as principais
enzimas de restricdo utilizadas em clonagem molecular, como Bglll, BamHI, EcoRlI, EcoRV,
Hindlll, Hpal, Ncol, Ndel, Pstl, Pvul, Notl, Kpnl, Sacl, Sall, Smal, Xbal e Xhol. Foram
encontrados sitios de restricdo para as enzimas BamHI, EcoRIl, EcoRV, Ncol, Smal, Xhol,
conforme indicados na Figura 2. Procedeu-se a substituicdo dos nucleotideos sem, no entanto,
alterar-se os aminodcidos codificados. A retirada dos sitios de restri¢do foi fundamental para
permitir a ligacdo da sequéncia aos plasmideos de expressdo de E. coli e posteriores
clonagens. As modificagdes realizadas estéo detalhadas na Tabela 6.

Por ultimo, realizou-se a inclusdo de sitios de restri¢do para as enzimas EcoRI (por¢édo
5-terminal) e Xhol (porcdo 3 -terminal), a fim de possibilitar a insercdo da sequéncia
nucleotidica sintetizada nos plasmideos pET-23a(+) e pGEX-4T-1, os quais também possuem
sitios de restricdo para estas enzimas. A versdo final da sequéncia génica projetada foi
denominada rPfu DNA polimerase, designando-se a versdo recombinante da DNA polimerase

de P. furiosus. Os resultados de todas as modificacOes estéo representados na Figura 2.

Tabela 5: Modificac6es de cddons realizadas na sequéncia original da DNA polimerase de P.

furiosus para o uso preferencial de codons de E. coli.

Aminoacido Caodon Original Caodon Final
Alanina GCA, GCT GCG
Arginina AGA, AGG CGC
Glicina GGA, GGG GGC
Glutamato GAG GAA
Glutamina CAA CAG
Isoleucina ATA ATT
Leucina CTA, CTC,CTT CTG
TTA, TTG
Lisina AAG AAA
Prolina CCA, CCC, CCT CCG
Serina AGT AGC
TCA, TCC, TCT TCG
Treonina ACA, ACG, ACT ACC
Valina GTA, GTC, GTT GTG
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Tabela 6: Excluséo de sitios de restricdo pré-existentes na sequéncia original da DNA

polimerase de P. furiosus para a adatacdo a plasmideos de expressdo em E. coli.

Enzima de Regido de Cddon Inicial | Codon Final
restricao localizagéo (pb)
BamHI 1.417 GAT GAC
EcoRl 974 TTC TTT
1.473 AAT AAC
EcoRV 1.297 GAT GAC
Ncol 174 CAT CAC
Smal 1.338 ATC ATT
1.647 ATC ATT
Xhol 1.038 CGC CGG

5.2 Alinhamento das sequéncias nucleotidicas e peptidicas da rPfu e Pfu DNA
polimerase

Na Figura 2 esta representada a comparacdo das sequéncias nucleotidicas da rPfu
DNA polimerase e da Pfu DNA polimerase original, conforme depositada no NCBI sob o
cddigo de acesso D12983. Tambem na Figura 2 estdo salientados os nucleotideos inalterados
(indicados por um asterisco) e os alterados (auséncia de asteriscos) para a otimizacdo do uso
de codons por E. coli. O cddon de terminacdo da Pfu DNA polimerase foi retirado na versdo
da rPfu para ndo interromper a leitura da sequéncia quando esta estiver ligada aos plasmideos
pET-23a(+) e pGEX-4T-1.

A andlise comparativa das sequéncias peptidicas dos genes da rPfu DNA polimerase
com a sequéncia original da Pfu esta mostrada na Figura 3. Por ela, esta demonstrada que as
sequéncias peptidicas sdo idénticas, como esperado, satisfazendo o objetivo inicial de se

alterar os cddons sem, no entanto, alterar qualquer aminoacido da sequéncia peptidica

original.

rPfu GAATTCATGATTCTGGATGTGGATTACATTACCGAAGAAGGCAAACCGGTGATTCGCCTGTTCARA 60

Pfu ATGATTTTAGATGTGGATTACATAACTGAAGAAGGAAAACCTGTTATTAGGCTATTCAAA 60
FE KA r*x * kkkkkkdkdhkhkhkhkhkhkdk dkk dkhkkhkhkhkdhkk dhkhkhkx **x *hkkx * **x *hkkkkkx

rPfu AAAGAAAACGGCAAATTTAAAATTGAACATGATCGCACCTTTCGCCCGTACATTTACGCG 120

Pfu AAAGAGAACGGAAAATTTAAGATAGAGCATGATAGAACTTTTAGACCATACATTTACGCT 120
Kkhkhkkhkk khkkhkhkk khkhkkhkhkkhkhkk kk kk kkhkkhkkhkk k kk kkhkk Kk kk KAkhkkkhkkhkkhkkkhkkk

rPfu CTGCTGCGCGATGATTCGAAAATTGAAGAAGTGAAAAAAATTACCGGCGAACGCCACGGC 180

Pfu CTTCTCAGGGATGATTCAAAGATTGAAGAAGTTAAGAAAATAACGGGGGAAAGGCATGGA 180
* Kk Kk x * kkhkkkkhkhkkhkk kk khkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhk *kk khkkhkhkk kk kk kkk Kk kk kK

rPfu AAAATTGTGCGCATTGTGGATGTGGAAAAAGTGGAAAAAAAATTTCTGGGCAAACCGATT 240

Pfu AAGATTGTGAGAATTGTTGATGTAGAGAAGGTTGAGAAAAAGTTTCTCGGCAAGCCTATT 240
*khk hkhkkkhkhkk k khkhkkhkk kkhkhkkhkk kk kk kk kk khkkhkkk khkkkhkk kkhkhkkk *k Kkkk

rPfu ACCGTGTGGAAACTGTATCTGGAACATCCGCAGGATGTGCCGACCATTCGCGAAAAAGTG 300

Pfu ACCGTGTGGAAACTTTATTTGGAACATCCCCAAGATGTTCCCACTATTAGAGAAAAAGTT 300

KK KKK KAKAKIAKKAK” *Kxk*k KAKAKAKAAK * % Kk, khk* **% **k *** * H Ak**kk*k**
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CGCGAACATCCGGCGGTGGTGGACATCTTCGAATACGATATTCCGTTTGCGAAACGCTAC
AGAGAACATCCAGCAGTTGTGGACATCTTCGAATACGATATTCCATTTGCAAAGAGATAC

K KKK KXKAKAAKX AKX AKX AAXAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAX KAk AkkA*x *% *x kKK

CTGATCGACAAAGGCCTGATTCCGATGGAAGGCGAAGAAGAACTGAAAATTCTGGCCTTC
CTCATCGACAAAGGCCTAATACCAATGGAGGGGGAAGAAGAGCTAAAGATTCTTGCCTTC

KK AKAKXKAKAKAKAKAKAKAKAAXAKX KKk Kk *AAKXAK*X Xk KAAXAAAXK* * Kk **k *AA*X**x **AkX***%

GATATTGAAACCCTGTATCACGAAGGCGAAGAATTTGGCAAAGGCCCGATTATTATGATT
GATATAGAAACCCTCTATCACGAAGGAGAAGAGTTTGGAAAAGGCCCAATTATAATGATT

KAKKAKX AAKXKAKXKAAKX AAXAXAAKAKAAKX AAXAKAKX KAAAAK*X XAAXXAXAKAAKX *AAXA*A*x *AAX***

AGCTATGCGGATGAAAATGAAGCGAAAGTGATTACCTGGAAAAACATTGATCTGCCGTAC
AGTTATGCAGATGAAAATGAAGCAAAGGTGATTACTTGGAAAAACATAGATCTTCCATAC

KK KKK AKX KAAXAAAKAKAKAKAAKAKAAKX KKk AAXXAAKAAKX AAXAXAXAXAXAKAXAKX XA X** **x ***%

GTGGAAGTGGTGTCGAGCGAACGCGAAATGATTAAACGCTTTCTGCGCATTATCCGCGAA
GTTGAGGTTGTATCAAGCGAGAGAGAGATGATAAAGAGATTTCTCAGGATTATCAGGGAG

XKk kK KKk kK kK KKKk KK Rk S I kS R * Kk KkKkKkKk Kk kK

AAAGATCCGGACATTATTGTGACCTATAATGGCGACTCGTTCGACTTCCCGTATCTGGCG
AAAGATCCTGACATTATAGTTACTTATAATGGAGACTCATTCGACTTCCCATATTTAGCG

KAKXKKAKAKAKX AAKAKAKAKAKAKX Kk KAk KAAKXKAKAAKAKX *AAAAK* AAAAAAXAKAKAKK* XAk *x * **k*%

AAACGCGCGGAAAAACTGGGCATTAAACTGACCATTGGCCGCGATGGCAGCGAACCGAAA

AAAAGGGCAGAAAAACTTGGGATTAAATTAACCATTGGAAGAGATGGAAGCGAGCCCAAG
Kok ok Kk Kk KXKXKKKKK kKk KkhkKkKKK KX kkkkkkkKk Kk KXKXX Akkkk KKk Kk

ATGCAGCGCATTGGCGATATGACCGCGGTGGAAGTGAAAGGCCGCATTCATTTCGACCTG

ATGCAGAGAATAGGCGATATGACGGCTGTAGAAGTCAAGGGAAGAATACATTTCGACTTG
kkkkkk Kk kk kkkkkkkkkkk kk kk kkkkk kk kk Kk kk kkkkkkkkk kK

TATCATGTGATTACCCGCACCATTAATCTGCCGACCTACACCCTGGAAGCGGTGTATGAA

TATCATGTAATAACAAGGACAATAAATCTCCCAACATACACACTAGAGGCTGTATATGAA
kkkkkkkk kk kk ok kk kk kkkkk kk Kkk kkkkk kk kk Kkk kk kkkkkk

GCGATTTTTGGCAAACCGAAAGAAAAAGTGTACGCCGACGAAATTGCGAAAGCCTGGGAA
GCAATTTTTGGAAAGCCAAAGGAGAAGGTATACGCCGACGAGATAGCAAAAGCCTGGGAA

Kk kKKK KKKk kk kk kk kk kk kk KA KA KA KA AAKk kk kk KAk k Ak kkkkk kK

AGCGGCGAAAACCTGGAACGCGTGGCCAAATACTCGATGGAAGATGCGAAAGCGACCTAT
AGTGGAGAGAACCTTGAGAGAGTTGCCAAATACTCGATGGAAGATGCAAAGGCAACTTAT

* Kk kk kk kKK kKk kK K kK AKA KA KKK A A A A KA A A AR A Ak Ak k*x k*x **x **x *k*

GAACTGGGCAAAGAATTTCTGCCGATGGAAATTCAGCTGTCGCGCCTGGTGGGCCAGCCG
GAACTCGGGAAAGAATTCCTTCCAATGGAAATTCAGCTTTCAAGATTAGTTGGACAACCT

Khkhkhkk kk khkhkkkhkhkk *kk *kk AhkkAk Ak kA Ak khkkkkkx k% * * kk kk kKk kK

CTGTGGGATGTGTCGCGGTCGAGCACCGGCAACCTGGTGGAATGGTTCCTGCTGCGCAAA
TTATGGGATGTTTCAAGGTCAAGCACAGGGAACCTTGTAGAGTGGTTCTTACTTAGGAAA

* Kk Kk kkkk kK Khkhkk kkkhkk kk kkkkk kk kk kkkkkk Kk Kkk *  kk ok

GCCTACGAACGCAACGAAGTGGCGCCGAACAAACCGAGCGAAGAAGAATATCAGCGCCGC
GCCTACGAAAGAAACGAAGTAGCTCCAAACAAGCCAAGTGAAGAGGAGTATCAAAGAAGG

KhkKkhkkhkhkkk Kk KhkkhkhkkhAkkhk K Kk Kk khkhkkk KAk Kk KAkkkk KAk KAkAKkK * *

CTGCGCGAAAGCTACACCGGTGGCTTCGTGAAAGAACCGGAAAAAGGCCTGTGGGAAAAC
CTCAGGGAGAGCTACACAGGTGGATTCGTTAAAGAGCCAGAAAAGGGGTTGTGGGAAAAC

* % Kk kk kkkhkAhkkhkK Khkhkhkk KkAkAkKAkk KAhkkAkk kK KhAkkhkk *K Kk Kk kKk KKk KKk KK

ATTGTGTACCTGGATTTTCGCGCCCTGTATCCGTCGATTATTATTACCCACAATGTGTCG
ATAGTATACCTAGATTTTAGAGCCCTATATCCCTCGATTATAATTACCCACAATGTTTCT

Kk kk kA kkk KAhkAAAKhk K KAhkkhkhkk KkAAKAkhk AhkAAAAKA FAAk AKXk A kA A * AKX A K* Kk

CCGGATACCCTGAATCTGGAAGGCTGCAAAAACTATGACATCGCGCCGCAGGTGGGCCAC
CCCGATACTCTAAATCTTGAGGGATGCAAGAACTATGATATCGCTCCTCAAGTAGGCCAC

Kk kkkkk Kk KhkkhkKk KKk Kk KAhkKkkk KAkAkAhkKAkAKk KkAkhkkk Kk *k Kk FhkkAkKkKk

AAATTCTGCAAAGACATTCCGGGTTTTATTCCGAGCCTGCTGGGCCATCTGCTGGAAGAA
AAGTTCTGCAAGGACATCCCTGGTTTTATACCAAGTCTCTTGGGACATTTGTTAGAGGAA

Kk kkKkhkKAkKkKAKk KhkKAkhkk Kk KhkAkAkAkAh* K**k KKk Kk KhkKkk Khkk Kk Kk Kk KKk*k

CGCCAGAAAATTAAAACCAAAATGAAAGAAACCCAGGACCCGATTGAAAAAATTCTGCTG
AGACAAAAGATTAAGACAAAAATGAAGGAAACTCAAGATCCTATAGAAAAAATACTCCTT

K kK Ak AKKAKAK AKXk AKAKAAKAAAKX AAKAAKX Ak Ak Ak Ak AXAKAAKAAKAK kK kK

GACTATCGCCAGAAAGCGATTAAACTGCTGGCGAACTCGTTCTACGGCTATTATGGCTAT
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GACTATAGACAAAAAGCGATAAAACTCTTAGCAAATTCTTTCTACGGATATTATGGCTAT

KAXKXKAKAKX KX KAk KAAAAAAKAK* KAAXK*K K KKk KKk AKXk AKAKAKAAKAAKR AAKAAAKAKAAKAKA KK

GCGAAAGCGCGCTGGTACTGTAAAGAATGTGCGGAAAGCGTGACCGCCTGGGGCCGCAAA
GCAAAAGCAAGATGGTACTGTAAGGAGTGTGCTGAGAGCGTTACTGCCTGGGGAAGAAAG

KXk KKK KK K KKK KAKAKAKAKAKAAKX KAk KAAKAAKX Xk KAAXAAkK*X Xk XAAAAXKK*K * kK

TACATCGAACTGGTGTGGAAAGAACTGGAAGAAAAATTTGGCTTTAAAGTGCTGTACATT
TACATCGAGTTAGTATGGAAGGAGCTCGAAGAAAAGTTTGGATTTAAAGTCCTCTACATT

KKK KKK KK K kK KKK KAK AKXk Ak AKAKAKAKAKAKAKR AAKAAKX KAAXAAAKAAKX XKk XXXk kk

GACACCGATGGTCTGTATGCGACCATTCCGGGCGGCGAAAGCGAAGAAATTAAAAAAAAA
GACACTGATGGTCTCTATGCAACTATCCCAGGAGGAGAAAGTGAGGAAATAAAGAAAAAG

KAKKKX KAAKAKAKAAXAKX KAAXAAK*x * Kk Xk * Kk **k **k *AAXk*k*x **k *AAkXkk*x **k *Akkk*k

GCGCTGGAATTTGTGAAATACATTAATTCGAAACTGCCGGGCCTGCTGGAACTGGAATAT
GCCCTAGAATTTGTAAAATACATAAATTCAAAGCTCCCTGGACTGCTAGAGCTTGAATAT

KK KKk AKKAKAKAKAKAKX AAKAAKAKAKAKX *AAXAK* Kk Kk Xk Xk KAAkAkk*x XKk XKk KAk kk*k

GAAGGCTTTTATAAACGCGGCTTCTTCGTGACCAAAAAACGCTATGCGGTGATTGATGAA
GAAGGGTTTTATAAGAGGGGATTCTTCGTTACGAAGAAGAGGTATGCAGTAATAGATGAA

KKK KK KA KK KKKk kX kK KAk KkKAKKAKAK KKk KKk kK KX kKKK Kk KKk kK KKk KKKK

GAAGGCAAAGTGATTACCCGTGGTCTGGAAATTGTGCGCCGCGATTGGAGCGAAATTGCG
GAAGGAAAAGTCATTACTCGTGGTTTAGAGATAGTTAGGAGAGATTGGAGTGAAATTGCA

KA KAKK Ak Kkhkk Ahkkkk KAk kkk*x Kk *k kk kK * * Ak K KKK KKK KKK KKk Kk Kk

AAAGAAACCCAGGCGCGCGTGCTGGAAACCATTCTGAAACACGGCGATGTGGAAGAAGCG

AAAGAAACTCAAGCTAGAGTTTTGGAGACAATACTAAAACACGGAGATGTTGAAGAAGCT
kkkkkkkk kk kk ok kk  kkkk kk kk Kkk kkkkkkkk kkkkk kkkkkkkk

GTGCGCATTGTGAAAGAAGTGATTCAGAAACTGGCCAATTATGAAATTCCGCCGGAAAAA
GTGAGAATAGTAAAAGAAGTAATACAAAAACTTGCCAATTATGAAATTCCACCAGAGAAG

KKK kK kK Ak KKK KAKAKAKAK Ak Ak AKAKAKAK KA AKX A KA A KA A A Ak h* **x **x **

CTGGCGATTTATGAACAGATTACCCGCCCGCTGCATGAATATAAAGCGATTGGTCCGCAC
CTCGCAATATATGAGCAGATAACAAGACCATTACATGAGTATAAGGCGATAGGTCCTCAC

* Kk kk kk kkkkKk kkkkk kK * k% * kKK kKk kKK kk kkkkk kkkkk kkk

GTGGCGGTGGCGAAAAAACTGGCGGCGAAAGGCGTGAAAATTAAACCGGGCATGGTGATT
GTAGCTGTTGCAAAGAAACTAGCTGCTAAAGGAGTTAAAATAAAGCCAGGAATGGTAATT

Kk kk kk kk kk kkkkk kk kk kkkkk kk kkkkk kk kk kk kkkkk Kkkk

GGCTACATTGTGCTGCGCGGCGATGGTCCGATTAGCAATCGCGCGATTCTGGCGGAAGAA
GGATACATAGTACTTAGAGGCGATGGTCCAATTAGCAATAGGGCAATTCTAGCTGAGGAA

Kkk kkkkk Kk Kk Kk kkkhkhkA kA hkkhkhk AhkhkhkhkhkkhAk *k kk kkhkkk KAk kk Kkk

TACGATCCGAAAAAACACAAATATGACGCGGAATATTACATTGAAAACCAGGTGCTGCCG
TACGATCCCAAAAAGCACAAGTATGACGCAGAATATTACATTGAGAACCAGGTTCTTCCA

Khkhkhkhhhk Khhkkhkhkkhk hhkhkkhkk KAhhkhAhhhd FAhkAhAhdhhhhdd *Ahkhkhkkdhkx *%k **k

GCGGTGCTGCGCATTCTGGAAGGCTTTGGCTACCGCAAAGAAGACCTGCGCTACCAGAAA
GCGGTACTTAGGATATTGGAGGGATTTGGATACAGAAAGGAAGACCTCAGATACCAAAAG

Kk kkkk kK * Kk Kk Khkkhkk Kk kkkkk KAhkk Kk kk KAk Akk kK K, kkkkk Kk

ACCCGCCAGGTGGGCCTGACCTCGTGGCTGAACATTAAAAAATCGTAGCTCGAG 2334
ACAAGACAAGTCGGCCTAACTTCCTGGCTTAACATTAAAAAATCCTAA 2325

* % Kk kk kk kkkkKk Kk kk hkkhkhkkk AhkAkAAkAhkAhkAAK AKX Kk
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Figura 2: Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da rPfu e da Pfu DNA polimerase
original. Os nucleotideos sem asteriscos foram alterados intencionalmente para otimizacao do
uso de cddons por E. coli. Em cores verde e amarela estdo indicados os cddons de inicio e
término da traducdo, respectivamente. Os hexanucleotideos sublinhados na sequéncia da Pfu
DNA polimerase representam os sitios de restricdo para as enzimas BamHI, EcoRI, EcoRV,
Ncol, Smal, Xhol, respectivamente, que foram eliminados da sequéncia da rPfu DNA
polimerase, para efeitos da manipulacdo da mesma. Os hexanucleotideos sublinhados nas
posi¢des 5’-terminal e 3’-terminal da sequéncia da rPfu DNA polimerase representam o0s
sitios de EcoRI e Xhol artificialmente projetados para as clonagens posteriores em plasmideos
de expressdo. O alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi realizado empregando-se o
programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw).
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Figura 3: Alinhamento das sequéncias peptidicas deduzidas das rPfu e Pfu DNA polimerase.
O alinhamento das sequéncias peptidicas foi realizado empregando-se o programa ClustalW
(www.ebi.ac.uk/clustalw).

5.3 Sintese e clonagem da sequéncia da rPfu DNA polimerase em pET-23a(+) e pGEX-
4T-1

A sequéncia nucleotidica projetada para a rPfu DNA polimerase foi encaminhada via
on-line para a empresa GenScript, junto a qual a sintese foi solicitada sob condi¢des padrdes.
Tais condi¢bes determinaram o encaminhamento do fragmento sintetizado ligado ao
plasmideo de clonagem pUC57, em uma massa liofilizada de plasmideo de 4 pg. O plasmideo
foi denominado pUC57-rPfu.

O plasmideo pUC57-rPfu e os plasmideos de expressdo em E. coli pET-23a(+) e
pPGEX-4T-1 foram clivados com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol. Os produtos das
clivagens foram confirmados por eletroforese em gel de agarose, conforme mostrado na
Figura 4. A direita da Figura 4 esta salientada a banda de 2.331 pb correspondente ao
fragmento da rPfu DNA polimerase. Este fragmento foi devidamente purificado para ser
ligado aos plasmideos pET-23a(+) e pGEX-4T-1.
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Figura 4: Analise das clivagens dos plasmideos pET-23a(+), pGEX-4T-1 e pUC57-rPfu com
EcoRI e Xhol por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Canaletas: (M) Marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA de 1 kb (Invitrogen); (1) pGEX-4T-1 integro; (2) pGEX-4T-
1 clivado, seta indicando a banda de 4.900 pb; (3) pET-23a(+) integro; (4) pET-23a(+)
clivado, seta indicando a banda de 3.666 pb; (5) pUC57-rPfu integro; (6) pUC57-rPfu clivado.

O fragmento de 2.331 pb da rPfu DNA polimerase purificado de gel de agarose foi
ligado as versdes de pET-23a(+) e pGEX-4T-1 devidamente clivados com EcoRI e Xhol. A
representacdo esquematica da rPfu DNA polimerase ligada a pET-23a(+) esta mostrada na
Figura 5, demonstrando-se a correta fusdo, em fase de leitura, da sequéncia de codons do
fragmento com a sequéncia de codons do plasmideo que codificam a cauda de histidinas. O
vetor resultante desta reacéo de ligacdo foi denominado pET-23a(+)-rPfu.A ligacdo a pGEX-
4T-1 esta representada na Figura 6, demonstrando-se a fusdo correta, em fase de leitura, das
sequéncias nucleotidicas do fragmento com a codificadora da GST do plasmideo. O vetor

resultante desta reacdo de ligacdo foi denominado pGEX-4T-1-rPfu.
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A
T7 terminator
florigin Histag
gﬂ KE/ Xhol (159)
Apall (5246) > .
bla(Ap) sequence
Pst1(4824)
rPfu DNA polimerase
PET-23a(+)::pfu(Eco Xho) ||
5963 bp
Apall (4000) ~
v
ColE1pBR3220rigin / ~ EcoRI(2490)
Apall (3500) \\Wtag
T7 promoter
B

PET-23a(+) (5 -end)

GGA CAG CAA ATG GGT CGC GGA TCC
CCT GTC GTT TAC CCA GCG CCT AGG
Gly Gln Gln Met Gly Arg Gly Ser

rPfu
ATG ATT CTG GAT GTG GAT ...
TAC TAA GAC CTA CAC GTA ...
Met Ile Leu Asp Val Asp ...

rPfu
..TCG TGG CTG AAC ATT AAA AAA TCG
..AGC ACC GAC TTG TAA TTT TTT AGC
Ser Trp Leu Asn Ile Lys Lys Ser

PET-23a (+) (3-end)
CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA
GTG GTG GTG GTG GTG GTG ACT
His His His His His His Stop codon

Figura 5: Representacdo esquematica da ligacdo do fragmento da rPfu DNA polimerase ao
vetor pET-23a(+). A: Mapa do vetor pET-23a(+) (Novagen) contendo o inserto da rPfu DNA
polimerase. B: Detalhes das regides 5°- e 3’-terminais de clonagem do vetor pET-23a(+)rPfu.
Para a expressao do gene da rPfu DNA Polimerase foram utilizados os sitios EcoRI (57) e
Xhol (3°).
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A
Apall(19)
Protein Bind 1
tac
GST
EcoRI(940)
laclg
Apall(5965)
pGEX-4T-1:: pfu(Eco Xho)
. 7285 bp
Rep Originl~— —
I .
~ rPfu DNA polimerase
ApalLl (5055)
e
Pst1(4239) /
bla Xhol (3271)
ApaLl(3809)
bla

B
PGEX-4T-1 (5 -end) rPfu
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG ATG ATT CTG GAT GTG GAT ...
GAC CAA GGC GCA CCT AGG GGC TAC TAA GAC CTA CAC GTA ...
Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Met Ile Leu Asp Val Asp ...
rPfu PGEX-4T-1 (3-end)
..TCG TGG CTG AAC ATT AAA AAA TCG CGG CCG CAT CGT GAC TGA
..AGC ACC GAC TTG TAA TTT TTT AGC GTC GGC GTA GCA CTG ACT

Ser Trp Leu Asn Ile Lys Lys Ser Arg Pro His Arg Asp Stop codon

Figura 6: Representacdo esquematica da ligacdo do fragmento da rPfu DNA polimerase ao
vetor pGEX-4T-1. A: Mapa do vetor pGEX-4T-1 (GE Healthcare) contendo o inserto da rPfu
DNA polimerase. B: Detalhes das regifes 5°- ¢ 3’-terminais de clonagem do vetor pGEX-4T-
1-rPfu. Para a expressdo do gene da rPfu DNA Polimerase foram utilizados os sitios EcoRI
(57) e Xhol (3).
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Como ao menos cinco produtos distintos podem ser formados a partir da ligacdo do
inserto (rPfu DNA polimerase) com o plasmideo (pET-23a(+) ou pGEX-4T-1), a analise dos
produtos das ligaces foi feita por clivagem com enzimas de restricdo e confirmada por
sequenciamento .Apds a transformacdo genética de E. coli XL1-Blue por eletroporacdo
utilizando-se os produtos das reacdes de ligacdo, um screening de 12 colonias de cada grupo
foi realizado para verificar quais delas seriam positivas (fragmentos da rPfu DNA polimerase
ligado aos plasmideos). Das 12 minipreparacGes plasmidiais realizadas aleatoriamente, duas
colénias de cada tipo demonstraram resultado positivo apos a clivagem dos plasmideos com
as enzimas flanqueadoras do inserto EcoRI e Xhol. Os produtos das clivagens dos plasmideos
derivados destas colonias, juntamente com uma amostra negativa para cada vetor, estdo
mostrados na Figura 7. Junto as amostras positivas, podem ser observadas bandas referentes
aos fragmentos da rPfu DNA polimerase, de 2.331 pb, também observado no plasmideo
pUC57-rPfu clivado (controle positivo). Junto as amostras positivas também é possivel
observar as bandas de 3.666 pb ou 4.900 pb, correspondentes aos plasmideos pET-23a(+) e
pGEX-4T-1, respectivamente.

pET-23a(+) PGEX-4T-1

( 1 ( 1
MC+ 1 2 3 4 5 6 7 M C+8 9 10 11 12 13 14

2000- Sy

1000-

Figura 7: Analise de minipreparac6es plasmidiais derivadas de coldnias de E. coli XL1-Blue
transformadas com os plasmideos pET-23a(+) e pGEX-4T-1 ligados ao fragmento da rPfu
DNA polimerase. Os plasmideos foram clivados com EcoRIl e Xhol e o0s produtos das
clivagens foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Canaletas: (M)
Marcador de tamanhos de fragmentos de DNA de 1 kb (Invitrogen); (C+) pUC57-rPfu
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clivado; (1) pET-23a(+) clivado; (8) pGEX-4T-1 clivado. Amostras de pET-23a(+)-rPfu néo
clivadas (2, 4 e 6) e clivadas (3, 5 e 7), sendo 3 e 7 positivas e 5 negativa; Amostras de
pPGEX-4T-1-rPfu ndo clivadas (9, 11 e 13) e clivadas (10, 12 e 14) sendo 12 e 14 positivas e
10 negativa. As setas indicam a posicao dos fragmentos referentes a rPfu DNA polimerase.

O sequenciamento de DNA confirmou a ligacdo em fase de leitura da rPfu DNA
polimerase com o plasmideo pET-23a(+). Porém o resultado do sequenciamento com o

plasmideo pGEX-4T-1 ndo foi satisfatério.

5.4 Expressédo da rPfu DNA polimerase em E. coli

Para a expressdo da rPfu DNA polimerase em bactérias, linhagens de E. coli
BL21(DE3)pLysS foram utilizadas. Lu & Erickson (1997), ao clonarem a DNA polimerase de
P. furiosus utilizando o plasmideo pET11, observaram que esta construgdo era tdxica em
celulas de E. coli BL21(DE3). Entretanto, ao utilizarem a cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli,
0S autores conseguiram produzir e caracterizar a enzima. Esta linhagem possui o plasmideo
pLysS, o qual codifica a lisozima T7. Esta lisozima liga a RNA polimerase T7 e promove a
diminuicdo da expresséo basal da proteina de interesse. Assim, a proteina de interesse é
expressa apenas apés a inducao por IPTG (Dubendorff & Studier, 1991).

Os plasmideos positivos pET-23a(+)-rPfu e pGEX-4T-1-rPfu foram introduzidos por
eletroporacdo em celulas de E. coli BL21(DE3)pLysS para expressar a rPfu. Coldnias
positivas foram, a seguir, inoculadas em meio de cultivo para a inducao da expressao proteica.
Apos culturas, inducdo com IPTG e extracBes protéicas totais, a melhor expressdo pode ser
observada pela maior presenca de proteina recombinante nas fracdes sobrenadantes,
produzidas em culturas a temperatura de 37 °C e sob inducdo de 1 mM de IPTG por 3 h,
como demonstrado nas Figuras 8 e 9. Foi observado que a maior proporcdo da proteina
recombinante se encontrava na fracdo soltvel, conforme analises por SDS-PAGE das fracoes
soliveis e insoliveis (resultados ndo apresentados) e, também, baseados em estudos
realizados por Dabrowski & Kur (1998).

Para a rPfu DNA polimerase produzida a partir de pET-23a(+)-rPfu, a confirmacao de
sua producdo pode ser observada pela presenca de uma banda mais intensa no gel de
poliacrilamida com aproximadamente 95 kDa (Figura 8), sendo 90 kDa correspondentes a
rPfu DNA polimerase e 5 kDa referentes a a cauda de histidinas fusionada no vetor pET-
23a(+).

Para a rPfu DNA polimerase produzida a partir de pGEX-4T-1-rPfu, uma banda mais

intensa de aproximadamente 116 kDa € observavel (Figura 9), sendo 90 kDa correspondentes
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a rPfu DNA polimerase e 26 kDa referentes a proteina de fusdo GST, conferida pelo vetor
PGEX-4T-1.

20,1-
- -

Figura 8: Analise da expressdo de pET-23a(+)-rPfu por SDS-PAGE. Canaletas: (M) Padrao
de massa molecular de proteinas HMW-SDS Marker Kit e LMW-SDS Marker Kit (GE
Healthcare). Os valores indicados a esquerda das bandas representam as massas em kDa;
Amostras de proteinas totais extraidas de células de E. coli BL21(DE3)pLys transformadas
com pET-23a(+)-rPfu resultantes de diferentes tempos de cultura, inducdo e fracdes: (0)
cultivo ndo induzido; (1) cultivo induzido por 1 h; (2) cultivo induzido por 2 h; (3) cultivo
induzido por 3 h; (4) cultivo induzido por 4 h; (S0) cultivo ndo induzido da fracdo sedimento;
(S4) cultivo induzido por 4 h da fracdo sedimento. A seta indica a banda de 95 kDa referente a
rPfu DNA polimerase.
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Figura 9: Andlise da expressdo de pGEX-4T-1-rPfu por SDS-PAGE. Canaletas: (M) Padrao
de massa molecular de proteinas HMW-SDS Marker Kit e LMW-SDS Marker Kit (GE
Healthcare). Os valores indicados a esquerda das bandas representam as massas em kDa;
Amostras de proteinas totais extraidas de células de E. coli BL21(DE3)pLys transformadas
com pGEX-4T-1-rPfu resultantes de diferentes tempos de cultura, inducdo e fracbes: (0)
cultivo ndo induzido; (1) cultivo induzido por 1 h; (2) cultivo induzido por 2 h; (3) cultivo
induzido por 3 h; (4) cultivo induzido por 4 h; (S0) cultivo ndo induzido da fracdo sedimento;
(S4) cultivo induzido por 4 h da fracdo sedimento. A seta indica a banda de 116 kDa referente
a rPfu DNA polimerase.
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5.5 Purificacao da rPfu DNA polimerase por cromatografia em colunas de niquel

A purificagdo da rPfu DNA polimerase foi realizada apenas a partir da fragdo soltvel
derivada de extratos de proteinas totais de E. coli BL21(DE3)pLys transformadas com pET-
23a(+)-rPfu. Até o momento, ainda ndo foram realizadas tentativas de purificacdo da versdo
da rPfu DNA polimerase fusionada a GST, codificada pelo plasmideo pGEX-4T-1-rPfu.
Assim, a purificacdo foi realizada a partir do sobrenadante resultante da centrifugagéo
executada apds o rompimento das células com lisozima e por ultrassonicagdo. A histidina, por
meio de seu anel imidazélico, possui afinidade por ions metalicos e a presenca de seis
residuos de histidinas na regido N-terminal da rPfu DNA polimerase possibilitou sua
purificacdo pelo método de cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados
(IMAC, do inglés, Immobilized Metal ion Affinity Chromatography). Assim, uma coluna de
Protina Ni-TED 1000 (Macherey-Nagel) foi utilizada para a purificacdo final. Apos a
aplicacdo do sobrenadante de centrifugacdo e um bom volume de tampdo de lavagem da
matriz, as proteinas contendo sequéncias poli-histidinas puderam ser facilmente eluidas da
coluna por um gradiente de imidazol de 40 a 250 mM. Uma banda mais intensa de 90 kDa
pode ser observada neste eluido, conforme representado na Figura 9, o que estd de acordo
com o peso molecular desta proteina descrita na literatura (Uemori et al., 1993; Dabrowski &
Kur, 1998).
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Figura 10: Analise da purificacdo da rPfu por SDS-PAGE. Canaletas: (M) Padrdo de massa
molecular de proteinas HMW-SDS Marker Kit e LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare). Os
valores indicados a esquerda das bandas representam as massas em kDa; (L1) Lavagem 1;
(L2) Lavagem 2; (E1 40) Eluicdo 1 com imidazol 40 mM; (E2 40) Eluicdo 2 com imidazol 40
mM; (E3 40) Eluicdo 3 com imidazol 40 mM; (E1 60) Eluicdo 1 com imidazol 60 mM;
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Pelo presente estudo, o gene da DNA polimerase de P. furiosus foi adaptado e
sintetizado, sendo otimizado para a frequéncia de cddons de E. coli e para os sitios de
restricdo de dois plasmideos de expressdo, simultaneamente. A nova versdo do gene,
denominada rPfu DNA polimerase, foi clonada em pET-23a(+) e pGEX-4T-1 e a proteina
recombinante foi expressa em E. coli BL21(DE3)pLysS com sucesso. Até a conclusdo da
presente monografia e por questdes temporais, apenas a versdo da rPfu DNA polimerase
codificada por pET-23a(+)-rPfu foi purificada por cromatografia de afinidade em colunas de
Ni%*. A purificacdo da versdo codificada por pGEX-4T-1-rPfu constitui-se na primeira
atividade a ser realizada futuramente. Para tanto, extratos protéicos serdo submetidos a
cromatografia em colunas onde a GST estd imobilizada. Os resultados em quantidade e
qualidade das proteinas recombinantes produzidas empregando-se ambos 0s métodos
indicardo qual sistema de purificagdo apresenta melhor rendimento e menores custos.

Até o momento, ndo pudemos realizar ensaios para determinar a atividade de DNA
polimerase das proteinas recombinantes produzidas, o que é de fundamental importancia a
todo o Projeto. Estes ensaios também serdo realizados de forma comparativa a outras DNA
polimerases termoestaveis e de alta fidelidade disponiveis no mercado. A comprovacdo de
que as versdes da rPfu DNA polimerase sejam tdo ou mais ativas do que as versdes
comerciais indicara a possibilidade de torna-las produtos comerciais. Assim, € objetivo futuro
realizar consulta mais segura sobre os direitos legais de producdo comercial da enzima no
Brasil e a proposicdo de producdo em escala industrial da mesma, ou scale-up do

procedimento de producdo.
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