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Resumo

SILVA, Evelise Sampaio da. Construcdo de vetores recombinantes contendo
promotores para direcionamento da expressao génica ao oviduto de Gallus
gallus. 2010. 39p. Trabalho de Conclusdo de Curso. Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O aumento da procura por proteinas recombinantes leva ao desenvolvimento de
alternativas de producdo, incluindo a utilizacdo de animais como biorreatores. A
sintese de proteinas terapéuticas em componentes de ovos de galinhas apresenta
vantagens como baixo custo na manutencdo das aves e alta concentracdo de
proteinas nos ovos. Os genes das proteinas Ovoalbumina e Ovomucéide sao
transcritos no oviduto das aves, sob controle do hormonio estrogénio, sendo que
representam juntas, mais da metade dos polipeptideos totais do ovo. As sequéncias
promotoras destas proteinas sdo alvos importantes em pesquisas que visam a
expressao de proteinas na clara do ovo de Gallus gallus. O polipeptideo Betactina é
expresso em todas as células de eucariotos e tem sido utilizado como um forte
promotor, em substituicdo o promotor do Citomegalovirus (CMV). O objetivo deste
trabalho foi clonar trés sequéncias promotoras dos genes de Ovoalbumina,
Ovomucoéide e Betactina no vetor comercial pZsGreen de expressao em eucarioto.
As sequéncias promotoras foram amplificadas por PCR, e ap0s digestao enzimatica,
ligadas ao vetor. Os plasmideos recombinantes foram caracterizados por digestédo
enzimatica e a identidade dos vetores recombinantes construidos
pZsGreen/Ovoalbumina, pZsGreen/OvomucoOide e pZsGreen/Betactina  foi
confirmada por sequenciamento de DNA em sistema automatico MEGABACE.
Acredita-se que estes vetores pZsGreen/Ovoalbumina, pZsGreen/Ovomucéide e
pZsGreen/Betactina sejam eficientes na expressao de genes de interesse em Gallus
gallus € que os vetores pZsGreen/Ovoalbumina e pZsGreen/Ovomucoide otimizem o

direcionamento da expressédo génica ao oviduto de fémeas transgénicas de Gallus
gallus.

Palavras - chave: promotores génicos, Ovoalbumina, Ovomucoéide, Betactina,

biofarmacos.



Abstract

SILVA, Evelise Sampaio da. Construcdo de vetores recombinantes contendo
promotores para direcionamento da expressao génica ao oviduto de Gallus
gallus. 2010. 39p. Trabalho de Conclusdo de Curso. Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Increased demand for recombinant proteins leads to the development of production
alternatives, including the use of animals as bioreactors. The synthesis of therapeutic
proteins for components of hen's eggs has advantages such as low cost in
maintaining the birds and high concentration of protein in the eggs.The genes of the
proteins Ovalbumin and Ovomucoid are transcribed in the oviduct of birds, under
control of the hormone estrogen, and together represent more than half of the total
egg polypeptides. The promoter sequences of these proteins are important targets
for research aimed at the expression of proteins in egg whites of Gallus gallus. The
Betactin polypeptide is expressed in all eukaryotic cells and has been used as a
strong promoter, replacing the promoter of cytomegalovirus (CMV). The objective of
this study was to clone three sets of promoters Ovalbumin, Ovomucoid and Betactin
commercial pZsGreen the vector of expression in eukaryotes. The promoter
sequences were amplified by PCR, and after enzymatic digestion, linked to the
vector. The recombinant plasmids were characterized by enzymatic digestion and the
identity of the recombinant vectors constructed pZsGreen/Ovalbumin,
pZsGreen/Ovomucoid and pZsGreen/Betactin was confirmed by DNA sequencing on
MegaBACE automatic. It is believed that these vectors pZsGreen/Ovalbumin,
pZsGreen/Ovomucoid and pZsGreen/Betactin are efficient in the expression of genes
of interest in Gallus gallus and the vectors pZsGreen/Ovalbumin and
pZsGreen/Ovomucoid optimize the targeting of gene expression to the oviduct of
female transgenic Gallus gallus.

Keywords: gene promoters, Ovalbumin, Ovomucoid, Betactin, biopharmaceuticals.
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1 Introducéo

A transgénese permite a adicdo de uma Unica informagdo genética exdgena
conhecida no genoma, com a expressdo controlada do gene inserido, bem como a
inativacdo e a substituicdo especifica de um Unico gene no genoma receptor
(HOUDENBINE, 2005a). Em meados da década de 80 teve inicio o uso de insulina
humana recombinante produzida em Escherichia coli para o tratamento de diabetes,
desde entdo outras drogas e metodologias vem sendo estudadas e melhoradas.
Porém a expressdo em E. coli apresenta limitacdes por ndo permitir modificacdes
pos-traducionais necessarias para algumas proteinas (BRESSAN et al. 2008;
MIRALLES et. al., 2009). O aumento da procura global por proteinas recombinantes
leva ao desenvolvimento de alternativas de producdo, incluindo a utilizacdo de
animais transgénicos como biorreatores.

A maioria das aves transgénicas ja produzidas € oriunda de estudos com
vetores retrovirais, no entanto essas aves foram virémicas e improprios para a
producdo de produtos farmacéuticos. A sintese de proteinas terapéuticas em
componentes de ovos da espécie Gallus gallus apresenta vantagens como pouco
tempo de incubacdo dos ovos, alta concentracdo de proteinas e glicosilacédo
adequada das proteinas (BONGALHARDO, 2005; LEE et al., 2007; LILLICO et al.,
2007).

De acordo com Hirose et al. (2006), Ovolbumina (OA) € uma glicoproteina
expressa no ovo constituindo 54% dos polipeptidios totais do mesmo. O gene da
Ovoalbumina é transcrito no oviduto sob controle do horménio estrogénio (BUHI,
2002) e possui importante papel nutricional no ovo (CAMPOS et al., 2003). Segundo
Rupa e Mine (2006) a glicoproteina Ovomucoide (OM) € um componente
termoestavel, com o maior potencial alergénico do ovo, e representa 11% das
proteinas totais do mesmo. Tanto OA quanto OM estdo relacionadas a processos
alérgicos, no entanto a primeira tem sido referenciada como modelo nos estudos
imunoldgicos da alergia ao ovo (HIROSE et al., 2006) devido a sua abundancia.

O direcionamento da expressao de genes de interesse para o oviduto de
galinhas, utilizando as regi6es promotoras de OA e OM é uma estratégia promissora
para a producéo de biofarmacos. Na construcdo dos plasmideos recombinantes, foi
utilizado o vetor comercial pZsGreen (Clontech) que possui o gene reporter



fluorescente ZsGreen isolada de Zoanthus sp. Como controle foi utilizada a sequéncia
promotora do gene da proteina Betactina de Gallus gallus, Visto que este promotor
apresentou maior eficiéncia que o Citomegalovirus (CMV) em estudos anteriores
(GARG et al., 2004; SANJAY, et al., 2004; CHAPMAN et al., 2005).

As construcdes génicas pZsGreen/OA, pZsGreen/OM e pZsGreen/Bt foram
caracterizadas e a expressao da proteina fluorescente foi testada através de cultivo
in vitro em células Vero. Este trabalho esta inserido em um projeto do grupo de
pesquisa em Embriologia Molecular e Transgénese Animal, que visa a producgéo e
purificagdo de eritropoetina humana recombinante (rhEPO) em ovos de galinhas
transgénicas. Os vetores construidos neste trabalho serdo utilizados na clonagem do
gene que codifica para a eritropoetina humana, sendo esta a primeira etapa para a

obtencado do produto final que é a rhEPO.



2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Clonar as sequéncias promotoras dos genes de Ovoalbumina, Ovomucoide
e Betactina de Gallus gallus no vetor de expressdao pZsGreen, denominando-os

respectivamente, pZsGreen/OA, pZsGreen/OM e pZsGreen/Bt.
2.2 Objetivos Especificos

- Delinear primers para a amplificacdo de sequéncias promotoras de
Ovoalbumina, Ovomucodide e Betactina de Gallus gallus.

- Amplificar as regides promotoras de Ovoalbumina, Ovomucoéide e
Betactina.

- Clonar as sequéncias promotoras amplificadas no vetor pZsGreen.

-Caracterizar os trés plasmideos recombinantes pZsGreen/OA,
pZsGreen/OM e pZsGreen/Bt através de digestdo enzimatica, reacdo em cadeia da
polimerase e sequenciamento de DNA.

- Testar a eficiencia das construcdes pZsGreen/OA, pZsGreen/OM e

pZsGreen/Bt através da expressao in vitro em células Vero.



3 Revisado de Literatura

3.1 Animais Transgénicos Biorreatores

Sabe-se que deficiéncias na producédo natural de polipeptideos especificos
ou a sintese de mutantes nao-funcionais, pode comprometer o0 correto
funcionamento de um organismo (MIRALLES et. al., 2009). Com isso ha um
aumento da procura global por proteinas recombinantes para uso farmacéutico, o
gue leva a um aumento nas pesquisas para o desenvolvimento de alternativas de
producdao, incluindo a utilizacdo de animais transgénicos como biorreatores (LILLICO
et al., 2007).

A tecnologia do DNA recombinante vem utilizando bactérias e leveduras
para a producdo de moléculas de interesse farmacolégico, devido, ao avancado
conhecimento da estrutura e funcionamento desses microrganismos e por serem
técnicas relativamente simples e de baixo custo (MIRALLES et al., 2006). Muitas
proteinas eucaridticas sofrem modificacfes pds-traducionais em sua estrutura que
as tornam biologicamente ativas (LODISH et al., 2005). Algumas proteinas
necessitam de transformacdes pds-traducionais para tornarem-se estaveis no
organismo eucarioto (MIRALLES et. al., 2009).

Animais geneticamente modificados s&o importantes ferramentas em
pesquisas aplicadas a areas como a terapia g@énica, xenotransplantes,
melhoramento genético e producdo de produtos farmacéuticos em animais
biorreatores (MANZINI, et.al., 2006). De acordo com Houdenbine (2005b), o sucesso
da transgénese depende da definicdo de questdes técnicas como a transferéncia e
integracdo do DNA exo0geno, a substituicdo de genes enddgenos e a expressao do
transgene, no entanto o mecanismo que leva a uma alta frequéncia de integracdo do
DNA exogeno néo é conhecido.

A geracdo de animais transgénicos com o intuito de produzir proteinas de
importancia farmacolégica em fluidos corporais surgiu na década de 80 com
Hammer e colaboradores (COLLARES; SEIXAS, 2005). Segundo Miralles et. al.,
(2006) a incorporacéo de alternativas de producédo de drogas recombinantes, como

a utilizacdo de animais biorreatores, poderia satisfazer as demandas crescentes da
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industria farmacolégica. A expressdo de proteinas terapéuticas utilizando as
sequéncia de regulacdo da sintese de polipeptideos secretados em tecidos ja foi
demonstrada em caprinos (HAN et al., 2009), bovinos (YANG et al., 2008; WANG et
al., 2008) e frangos (HARVEY:; IVARIE, 2003; LILLICO et. al., 2007).

Sangue (HOVEST et al., 2004), leite (HUANG, et al., 2007), urina, plasma
seminal e claras de ovos, sdo exemplos de fluidos alvos para a producédo de
biofarmacos em animais transgénicos em escala industrial (HOUDEBINE, 2000;
COLLARES et al., 2007). A glandula mamaria foi o primeiro foco de pesquisas para
a producdo de biofarmacos devido ao elevado nivel de expresséo e o grande volume
de leite produzido pelos animais. No entanto, a expressdo de biofarmacos em
sistemas de mamiferos tem varias desvantagens como uma area relativamente
grande de criacao, longo periodo de maturacdo sexual, além de que a purificacdo de
uma proteina especifica do leite € um procedimento caro, pois exige a remoc¢ao de
niveis elevados de gordura e outras substancias endoégenas (KAMIHIRA, et al.,
2005). Espécies de aves, como galinhas e codornas, no entanto, evitam muitos
desses problemas e tém sido estudadas como alternativas de animais transgénicos
biorreatores (HARVEY; IVARIE, 2003).

As aves da espécie Gallus gallus tem sido um interessante modelo biologico,
ha mais de 100 anos, por ser um importante instrumento no estudo do
desenvolvimento embrionario de vertebrados e devido a sua importancia econdémica
(BONGALHARDO, 2005; ANTIN et al., 2007).

3.1.1 Galinha doméstica (Gallus gallus)

Nas ultimas décadas as aves tém se destacado como biorreatores

devido ao baixo custo de manutencdo, pequeno espago requerido para criagéo e
pouco tempo de geragdo da progénie (HARVEY; IVARIE, 2003; LEE et al., 2007).
O sistema reprodutivo interno das galinhas é formado por um ovario e um
oviduto, fisiologicamente funcionais, localizados na cavidade abdominal. O oviduto é
composto por trés partes: o infundibulo, onde ocorre a fertilizacdo; o magnum é a
regido responsavel pela secre¢do de albumen e o istmo € a regido onde se formam

as membranas da casca, ja a casca do ovo se forma no utero. O oviduto sofre
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interferéncia de varios horménios esterdides, produzidos pelos ovéarios das aves,
gue atuam na secrecao do albumen, sintese da gema pelo figado e mobilizacdo de
calcio dos ossos para a formacéo da casca dos ovos (RUTZ et al., 2007).

Existem diversas vantagens na producdo de biofarmacos nos ovos de
galinhas domésticas, entre elas estdo: postura média de 330 ovos por animal/ano,
riqueza protéica do ovo, (glicosilacdo adequada das proteinas-alvo e
imunogenicidade reduzida no produto final (BONGALHARDO, 2005; COLLARES;
SEIXAS, 2005; LILLICO et al., 2007). Além disso, sabe-se que o0 ovo de galinha
possui mais de 40 proteinas diferentes e € um ambiente naturalmente estéril, o que
favorece a producédo de proteinas de interesse, pois permite uma vida longa da
proteina recombinante sem que haja perda da sua atividade (CAMPOS et al., 2003;
HARVEY:; IVARIE, 2003; COLLARES; SEIXAS, 2005).

A clara do ovo pode ser caracterizada como um sistema constituido de
varios polipeptidios globulares em uma solucdo aquosa, sendo 0s principais
constituintes as Ovoalbuminas (OA) Al e A2, Ovomucoide (OM), ovoglobulinas G1,
G2 e G3 e ovotransferrina ou conalbumina (ALLEONI, 2006). Segundo Harvey e
Ivarie (2003), a clara de ovo contém, em média, 3,5 g de proteina, dos quais metade

provém do gene da ovalbumina.

3.2 Promotores Génicos

Os genes apresentam além das sequéncias codificadoras das proteinas,
sequéncias regulatorias, regibes que determinam o inicio e a eficiéncia da
transcricéo (LIN; BARBOSA, 2002). A expressao génica em organismos eucariotos é
regulada por sequéncias de DNA, que podem ser elementos localizados préximos
aos sitios de iniciacdo e transcricdo, ou sequéncias mais distantes dos genes
regulados por elas. Também chamadas de regiées promotora proximais, de acordo
com Lodish et al.(2005), os promotores génicos sao regides, que situam-se de 100 a
200 pares de bases antes da sequéncia iniciadora de um gene e sinalizam onde
deve ser iniciada a transcricao (ZAHA et al., 2000; KARP, 2005).

Os promotores génicos, por serem regides do genoma responsaveis pelo

direcionamento da expressdo génica, sdo importantes ferramentas utilizadas na
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tecnologia do DNA recombinante. A introdugdo de uma sequéncia exdgena pode,
teoricamente, direcionar a expressao génica para qualquer regido do genoma
(HOUDENBINE, 2005a). Essas sequéncias promotoras, isoladas do gene que as
compdem, modificadas ou ndo, e inseridas a montante de um gene de interesse
servem para direcionar a expressdo génica ao local referente & regido promotora
utilizada.

De acordo com Alleoni e Antunes (2004), a OA corresponde a 54% dos
polipeptidios totais da clara do ovo. E uma fosfoglicoproteina com aproximadamente
45kDa e sensivel a elevadas temperaturas (HIROSE et al. 2006). O gene da OA é
ativamente transcrito no oviduto, sendo que a proteina € sintetizada em células
tubulares do magnum das aves, sob controle de horménios esterdides (BUHI, 2002;
MORSHED et al., 2006). Quanto a funcao desta proteina € importante destacar seu
papel nutricional no ovo, bem como sua participacdo nas propriedades imunes e
alergénicas para o ser humano (CAMPOS et al., 2003). O gene tem sido usado
como um sistema modelo para desenvolvimento hormonal e regulacdo tecido-
especifica de altos niveis de expressdo génica (MORSHED et al., 2006). Assim
sendo, 0 uso da sequéncia promotora do gene de OA é uma alternativa interessante
na expressao de proteinas heterdlogas na clara do ovo de Gallus gallus.

Outra regido promotora relevante para o direcionamento da expressao
génica para o magnun de aves € a da glicoproteina Ovomucéide (OM) que possui
peso molecular aproximado de 28kDa e tem cerca de 186 aminoacidos (ALLEONI,
2006). Segundo Rupa e Mine (2006), OM é um componente termoestavel e constitui
11% das proteinas totais do mesmo. OM é o maior componente alergeno do ovo de
galinha. A sequéncia do gene Ovomucoéide, assim como da Ovoalbumina apresenta
pelo menos sete introns, que variam em tamanho de 230bp a 1100bp. Tanto OA
guanto OM tém sua sintese regulada por horménios esterdides (LINDENMAIER et
al., 1979).

A actina é uma proteina citoplasmatica abundante e altamente conservada
em ceélulas eucarioticas (KOST; THEODORAKIS; HUGHES, 1983), onde
desempenha fun¢cbes como motilidade e contracdo celular. A Betactina (Bt) é a
isoforma mais comum na maioria das células ndo musculares, segundo Hofer, Ness

e Drenckhahn (1997). Por ser um componente citoplasmatico, o gene da Bt, tem
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sido utilizado como um promotor para expressdo em eucarioto (KOST;
THEODORAKIS; HUGHES, 1983). De acordo com Garg et al. (2004) e Chapman et
al. (2005), o promotor da Betactina apresenta melhor desempenho que o promotor
citomegalovirus (CMV) e tem sido utilizado em conjunto com CMV para garantir uma
expressdo génica mais acentuada (SANJAY, et al., 2004). Vetores contendo a
sequéncia de Bt tém mostrado uma 6tima expressdo em diversas culturas de células
e tecidos (GARG, et al., 2004).

33 Vetores Plasmidiais

A tecnologia do DNA recombinante, conta hoje, com diversos tipos de
vetores de clonagem originados de material genético bacteriano e viral (MANZINI,
et.al., 2006). Um fator relevante a ser considerado na escolha do vetor é quanto ao
limite de tamanho do fragmento a ser clonado.

A maioria das aves transgénicas ja produzidas € oriunda de estudos com
vetores retrovirais, no entanto muitos desses animais foram improprios para a
producdo de produtos farmacéuticos, devido a viremia (HARVEY; IVARIE, 2003).
Além disso, os baixos niveis de expressdo alcancados com vetores retrovirais e a
suscetibilidade destes ao silenciamento génico impulsionaram as pesquisas com
outros vetores, em busca de um melhor desempenho (KAMIHIRA, et al. 2005).

Os plasmideos sao moléculas extracromossomais de DNA circular dupla fita,
de replicacdo autbnoma, que ocorrem naturalmente em bactérias e leveduras
(LODISH et al., 2005). Essas moléculas atuam na transferéncia de material genético
exdgeno para o interior das células e a cada divisdo da célula hospedeira, o DNA
plasmidial € duplicado, ficando nas células-filhas copias do mesmo (LODISH et al.,
2005). Para estudos de expressao génica utilizam-se vetores que apresentam um
gene que codifica para uma caracteristica conhecida (DELLAGOSTIN; SEIXAS,
2005).

Existem algumas caracteristicas essenciais dos vetores de expressdo, como
a presenca de uma origem de replicacdo em eucariotos (ORI), um ou mais genes de
resisténcia a antibiéticos e um sitio de mudltipla clonagem (MCS), constituido por

sitios para endonucleases de restricdo (BATISTA, 2008). O sucesso da producédo de
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proteinas recombinantes em animais biorreatores depende da integracdo do gene
exdégeno ao genoma do animal e para isso, 0 vetor deve manter sua estrutura
estavel durante as divisdes celulares para garantir, principalmente, a transmisséo do
transgene para a prole (MANZINI, et.al., 2006).

O vetor utilizado neste trabalho é o plasmideo comercial pZsGreenl-1 (Fig.
1), derivado do vetor de expressédo em procariotos pUC19. Os vetores pUC podem
ser usados para expressar genes transformados em Escherichia coli (TURNER et al.,
1997), pois possuem ORI em E. coli. Para a otimizagdo da expressdo em mamiferos,
0 pZsGreenl-1 teve a substituicdo do aminoacido Asparagina por uma Metionina,
para melhorar a eficiéncia da emissao de fluorescéncia da proteina verde ZsGreenl,
derivada do invertebrado marinho Zoanthus sp. (pZsGreenl-1 Vector Information).
Essa propriedade de fluorescéncia permite que esse sistema de "gene reporter” seja
utilizado para avaliar a expressao génica in vivo (LIN; BARBOSA, 2002). A facilidade
com que as proteinas fluorescentes podem ser expressas e rastreadas por
mudancas fenotipicas, as torna modelos ideais para estudos experimentais (ALIEVA
et al., 2008).

A sequéncia codificadora da ZsGreen é flanqueada por um sitio de multipla
clonagem (MCS — Multiple Cloning Site) no sentido 5’ — 3’, sendo que antes do inicio
do MCS h& uma origem de expressdo em eucariotos. Este vetor apresenta ainda um
gene de resisténcia ao antibidtico Canamicina e Neomicina para propagacao e

selecéo de clones.
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Figura 1 - Desenho esquematico do vetor pZsGreenl-1 (Clontech®).

Fonte: pZsGreenl-1 Vector Information, 2009.




4 Material e Métodos

4.1 Vetor de expresséo e delineamento dos primers

O vetor utilizado neste trabalho foi o plasmideo comercial pZsGreenl-1
(Clontech), que apresenta uma origem de replicacdo em eucariotos, sitios para as
enzimas de restricdo EcoRI e BamHI e 0 gene que codifica para a proteina verde
fluorescente, ZsGreen, derivada do invertebrado marinho Zoanthus sp.

Para a amplificacdo de regides promotoras Betactina (Bt), Ovoalbumina (OA)
e Ovomucoide (OM) de Gallus gallus, trés pares de oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados, com o auxilio do software VectorNTI 11.0 (Invitrogen), baseados em
informacdes depositadas no GenBank. Foram acrescentados aos primers foward e

reverse sitios para as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI, respectivamente.

4.2 Extracdo de DNA gendmico

Com o auxilio de um tubo de vidro do tipo “Vacuteiner’” com anticoagulante
etilenodiaminotetracético (EDTA), foram coletados aproximadamente 2mL de
sangue, de um vaso da parte interna da asa, de um exemplar adulto de Gallus gallus®.
Para extrair o DNA genbmico das células sanguineas, foi utilizado o Kit Tissue &
Cells genomicPrep Mini Spin (GE - Healthcare), conforme segue. O material
coletado foi dividido em quatro aliquotas de 500uL, centrifugadas por 1min a
14.000rpm. Apdés, as ceélulas foram ressuspendidas em 100pL de PBS, adicionados
50uL de Solucéao de Lise | com 10uL de Proteinase K. Em seguida os tubos foram
agitados no vortex, centrifugados a 2.000rpm por 10s e incubados por 1h em banho-
maria a 56°C. Apds esse periodo foram acrescentados 5uL de RNAse agitadas e
incubadas por 15min a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 500uL
de Solucéo de Lise Il, e apds rapida agitacao, incubados por 10min a temperatura
ambiente.

O conteudo de cada microtubo passou por colunas, presentes no kit, através

de centrifugacdo a 11.000rpm por 1min, em seguida 500uL de Tampéo de Lavagem

! Procedimento realizado em conformidade com as normas de Etica e Biosseguranca do Comité de Etica em
Experimenta¢do Animal desta universidade.
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foram adicionados as colunas e centrifugado a 11.000rpm por 3min. As colunas
foram transferidas para tubos de 1,5mL, foi adicionado 30uL de Tampéao de Eluicédo
cada. Apos 1min de incubacdo a temperatura ambiente as colunas foram
centrifugadas a 11.000rpm por 1min, para a liberacdo do DNA gendmico.

O DNA de Gallus gallus foi armazenado no freezer a -20°C. Uma aliquota de
5uL foi aplicada em Gel de Agarose 0,8% corado com GelRed (Uniscience) para
verificacdo da concentracdo e qualidade do mesmo. A eletroforese foi realizada em
cuba horizontal (BioRad) com tampao TBE (Tris-borato-EDTA) a 100V por 35min. O

gel foi visualizado em um transiluminador de luz UV.

4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase

As sequéncias promotoras foram amplificadas por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com o auxilio da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen),
utilizando como molde o DNA extraido de Gallus gallus. As reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler. A reacdao foi realizada
para um volume final de 25uL, contendo: 0,2uL de Enzima Taq DNA polimerase
(2U), 2,5uL de tampédo 10X da enzima, 1,0uL de dNTP’s (0,2mM), 1,0uL de MgCl,
(2,5mM), 1,0uL de cada Primer (10pmol), 1,0uL de DNA molde (50ng) e 17,3uL
Agua Milli-Q. Como controle negativo das reacgdes, foi adicionado 1,0pL agua Milli-Q
no lugar de DNA molde.

A ciclagem utilizada foi: desnaturacdo (94°C por 5min), seguido por 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento por 1min (tab. 1) e extenséo a 72°C

por 1min, seguidos da extenséo final a 72°C por 7min.

Tabela 1 - Temperaturas de anelamento dos primers utilizadas na amplificacdo das
regides promotoras de Bt, OA e OM.

Promotores Temperatura
Bt 55°C
OM 48°C

OA 55°C
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O tamanho dos fragmentos amplificados por PCR foi analisado através da
migracdo em gel de agarose 0,8%, utilizando como marcador de massa molecular
DNA Ladder 1Kb (Invitrogen), juntamente com 3uL de tampdo de amostra (azul de
bromofenol e glicerol), contendo GelRed (Uniscience). Posteriormente, as
sequéncias amplificadas foram purificadas com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE - Healthcare). O produto da reagao foi homogeneizados com 500pL
de Solucdo de Captura de DNA, transferidos para colunas acopladas a tubos
coletores de 1,5mL e centrifugados a 14.000rpm por 30s. O contetdo do tubo coletor
foi descartado e 500uL de Solugdo de Lavagem foi adicionado a coluna, sendo
centrifugada como citado anteriormente.

Em um novo microtubo de 1,5mL, foi adicionado 40uL de uma solucédo de
eluicdo Tris e EDTA (TE) 1X, foi centrifugado a 14.000rpm por 1min. A qualidade e a
pureza das amostras foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%

corado com GelRed.
4.4 Clonagem das sequéncias promotoras no vetor pZsGreen
4.4.1 Digestdes e Ligacdo do inserto ao vetor

As sequéncias promotoras Bt, OA e OM amplificadas por PCR e o vetor
pZsGreen foram clivados com as enzimas de restricdo EcoRIl e BamHI. Para isto
foram preparadas, separadamente, rea¢des contendo: 1uL de EcoRI, 3uL do tampéao
da enzima, 10uL do DNA a ser digerido e 6uL de agua Milli-Q. Essas reacdes
permaneceram por 1h no banho-maria a 37°C. Foi realizada a inativagao enzimatica
a 56°C por 15min, posteriormente adicionado 1uL de BamHI, 3uL do tampédo da
enzima 10 X, 6uL de 4gua Milli-Q e incubadas por 20h a 37°C. ApGs a digestdo as
sequéncias promotoras foram ligadas ao vetor com o auxilio da enzima T4 DNA
Ligase (Invitrogen), em reacéo contendo: 3L vetor, 6uL do promotor, 1uL da enzima
T4 DNA ligase, 4uL do tampéo da enzima e 6uL de agua Milli-Q, 15°C por cerca de
20h.
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4.4.2 Transformacéao por Eletroporacéao

Aliquotas de 50uL de Escherichia coli TOP10 eletrocompetente com 1uL do
produto das ligacbes foram adicionadas a uma cubeta de eletroporacéo de 0,2cm,
mantidas em gelo. A transformag&o ocorreu no eletroporador Gene Pulser 1l (Bio-
Rad,USA) com parametros: 2.5KV , 25uF e 800Q. Apds a transformacéo, foi
adicionado 500uL de meio Luria-Bertani (LB) e incubadas, sob agitacédo, a 37°C por
90min. Logo apds o cultivo foi plagueado em meio LB sélido contendo 20uL de
Canamicina (50ug/mL) e incubado a 37°C por cerca de 16hs.

4.4.3 Selecédo e Caracterizacdo dos Clones Recombinantes

Para a triagem de clones recombinantes, foi realizada a técnica de
microprep (JOUGLARD et al., 2002), a qual consiste em lise rapida com fenol-
cloroformio das colénias transformadas. Os sobrenadantes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed. Os possiveis clones
recombinantes foram expandidos em meio 10mL de meio LB liquido suplementado
com 100ug de canamicina (50ug/mL) e mantidos sob agitacdo a temperatura de
37°C por 16hs.

Foi realizada uma extracdo de DNA plasmidial utilizando os componentes do
Kit GFX™ Micro Plasmid Prep (Amersham Bioscience). A cultura contendo os clones
foi distribuida em tubos de 1,5mL e centrifugada a 14.000rpm por 30s. O pellet foi
ressuspendido em 300uL da Solucéo I, por agitacdo no vortex, adicionado 300uL da
Solucéo Il e misturado por inversao (15 vezes). Em seguida foi adicionado 600uL da
Solucdo Ill, agitados por inversdo e centrifugados por 5min a 14.000rpm. O
sobrenadante foi transferido para colunas que foram centrifugadas por 1min a
14.000rpm, foram adicionados 400puL de Solucdo de Lavagem e centrifugado a
14.000rpm por 1min. Posteriormente foi adicionado 40uL de TE 1X para a eluicdo do
DNA plasmidial. A qualidade do DNA dos plasmideos foi verificada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% corado com GelRed.

A caracterizagdo dos clones recombinantes foi realizada através de digestédo

enzimatica e PCR do DNA plasmidial extraido. Para a confirmacdo da identidade
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dos plasmideos recombinantes foi realizado sequenciamento automatico de DNA
por eletroforese capilar utilizando dideoxinucleotideos marcados com o Kit
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing pelo sistema de analise de DNA
MegaBACE - MegaBACE 1000 (GE Healthcare).

4.5 Transfeccédo in vitro em células Vero

A fim de verificar a se as constru¢cdes génicas estavam funcionais, foi
realizado um teste de expressdo da proteina fluorescente in vitro, através de um
cultivo em células de rim de macaco (Vero).Como controle positivo na padronizacdo
da técnica de imunofluorescéncia foi utilizado o plasmideo pEFGP-N1 que contém a
gene da proteina GFP sob controle do promotor CMV. Apoés confluéncia de 90%, as
células Vero foram transfectadas com o0s vetores pEFGP-N1 utilizando
lipofectamine™2000. Apdés 48h de incubacdo, a expressdo da proteina GFP foi
avaliada através de visualizacdo em microscépio para imunofluorescéncia. Apos a
padronizacdo da técnica, foi realizada a transfeccdo com os plasmideos
pZsGreen/Bt, pZsGreen/OM e pZsGreen/OA.

4.6 Extracdo de DNA plasmidial em larga escala

Os vetores caracterizados foram expandidos em 300mL de LB liquido,
mantido sob agitacdo a 37°C e posteriormente submetidos a extracdo de DNA em
larga escala utilizado Kit Plasmid DNA Purification NucleoBond Xtra Midi/Maxi
(Macherey-Nagel©).

As culturas foram centrifugadas 5.000rpm por 10min a 4°C. Foi adicionado
12mL de tampdo EQU (para equilibrar as colunas). Os pellets formados foram
ressupendidos em 8mL de tampdo de Ressuspencdo (RES) por agitacdo, apoés
foram adicionados 8mL de Solucéo de Lise, gentilmente misturado por inversao dos
tubos (5 vezes) e incubado a temperatura ambiente por 5min. Em seguida foi
adicionado 8mL de Solucéo de Neutralizagdo e misturado por inversao (15 vezes).

Os tubos, apos centrifugacdo a 5.000rpm por 10min, tiveram o0s

sobrenadantes adicionados as colunas e o liquido saiu por agdo da gravidade.
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Transcorrido o periodo de fluxo do material, foram aplicados 5mL de tampao EQU
nas colunas. Apds as colunas receberam 8mL de Solucdo de Lavagem e, em
seguida, 5mL de Solucéo de Eluicao.

Para concentrar o DNA eluido, foram acrescentados 0,7 volumes de
isopropanol e misturados por agitacdo no vértex. Para essa etapa o kit conta com
seringas de 30mL e NucleoBond® finalizadores acoplados na extremidade de saida
de liquido. Foram retirados os émbolos das seringas, anexados os finalizadores e
preenchidas as seringas com o DNA eluido. Apoés, foram inseridos os émbolos e
pressionados, rejeitando o conteddo da saida. Os émbolos foram novamente
retirados para adicdo de 2mL de etanol 70%. Por fim foram adicionados a seringa
1mL de TE 1X para a eluicdo do DNA.



5 Resultados

O DNA extraido do sangue de Gallus gallus foi utilizado com molde nas trés
reacoes de PCR, cujos resultados estdo apresentados na Fig. 2. O tamanho
esperado dos fragmentos amplificados era de 613pb, utilizando os primers de OA,
618pb para OM e 390pb para Bt.

A 1 2 B C 1 2
< 2 b
— - iy
R
& =
=
- - 0 =
W «—613pb E h «— 618pb o +— 390pb
— — —t
R L e

Figura 2 - Géis de agarose 0,8% corados com GelRed. Nas colunas 1 marcador de
massa molecular de DNA Ladder 1Kb (Invitrogen); Nas colunas 2, dos
painéis A, B e C produtos amplificados por PCR de OA, OM e Bt,
respectivamente. As setas indicam o tamanho aproximado dos
fragmentos.

Apos a purificacdo do produto obtido na reacdo de PCR, este foi digerido e
ligado ao vetor pZsGreenl-1. A molécula resultante foi transformada em células de
E. coli TOP 10 eletrocompetentes e, estas, crescidas em meio LB liquido a 37°C,
conforme descrito no item 5.4.3. Através de eletroforese em gel de agarose 0,8% foi
realizada a triagem de possiveis clones recombinantes de OA (Fig. 3A), OM (Fig.3B)
e Bt (Fig.3C). As coldnias foram caracterizadas como recombinantes de acordo com

a migracdo no gel, sendo que as de menor massa molecular foram
desconsideradas.
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Figura 3 - Gel de agarose 0,8% corado com GelRed demonstrando o screening das
colénias transformadas. No painel A, nas colunas 2, 6 e 8 possiveis
clones recombinantes de OA; Em B, a coluna 7 selecionada como
recombinante de OM; Em C, a col6nia 3 apresenta possivel recombinante
de Bt.

O DNA plasmidial das col6nias possivelmente recombinantes foi extraido,
digerido com BamHI e EcoRI, conforme descrito no item 4.4.1. Na digestédo
enzimatica (Fig. 4) é possivel observar que houve a liberagdo, em todos plasmideos,
de um fragmento de cerca de 5000pb, correspondente ao tamanho do vetor
pZsGreenl-1. O vetor contendo a sequéncia promotora de OA liberou um inserto de,
aproximadamente, 600pb; ja os vetores contendo a sequéncia promotora de OM e
Bt, liberam fragmentos maiores que o esperado, 1000pb e de cerca de 1600pb,

respectivamente.
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Figura 4 - Géis de agarose 0,8% corados com GelRed, das digestbes enzimaticas
dos plasmideos recombinantes. Nas colunas 1, marcador DNA Ladder

1Kb (Invitrogen); Os painéis A, B e C apresentam, na coluna 2, os clones
recombinantes de OA, OM e Bt, respectivamente.

Os plasmideos foram também confirmados por PCR, utilizando o DNA
plasmidial extraido das colénias recombinantes como molde. O produto das

amplificacBes por PCR foi purificado e pode ser visualizado na Fig. 5.

M 1 2 3
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Figura 5 - Gel de agarose 0,8% corado com GelRed. Coluna M, marcador DNA
Ladder 1Kb (Invitrogen). Nas colunas 1, 2 e 3 estdo os produtos da

amplificacdo dos plasmideos recombinantes de OA, Bt e OM,
respectivamente.
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Na Fig.6 é possivel visualizar a expressao da proteina GFP em microscépio
para imunofluorescéncia nas células transfectadas com o plasmidio pEFGP-N1,
para padronizacdo da técnica. Com os plasmideos construidos a expressdo da
ZsGreen foi visualizada apenas com os promotores da Bt e OA (Fig. 7). As células
transfectadas com o plasmidio contendo o promotor ovomucoide ndo expressaram

a proteina fluorescente.

CONTROLE pEFGP-N1 (1 pug)

Hoersch

Expressao
EGFP

Figura 6 - Imunofluorescéncia realizada com peEFGP-N1. Fig. 7A e 7B, células Vero
com e sem Hoersch, respectivamente; Fig. 7C e 7D, células Vero
transfectadas com lug de pEFGP-N1 com e sem Hoersch,
respectivamente. Figura 7D, demonstra a expressdo da GFP em células

Vero.
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Figura 7 - Imunofluorescéncia de células Vero transfectadas com os vetores 1ug de
pZsGreen/Bt e pZsGreen/OA. Os painéis A e B, mostram células Vero
transfectadas com o pZsGreen/Bt expressando a proteina ZsGreen. Em C
e D, células Vero transfectadas com o pZsGreen/OA expressando a
proteina ZsGreen.

Os plasmideos caracterizados enzimaticamente e por PCR, foram
submetidos ao sequenciamento de DNA. As sequéncias resultantes foram alinhadas
com outras disponiveis no Banco de Dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) através de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
confirmando a identidade dos vetores recombinantes. A extragcdo de DNA plasmidial
em larga escala (Fig. 8) resultou em aproximadamente 1000ug/mL de cada vetor

recombinante.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed, com marcador
de massa molecular DNA Ladder 1Kb (Invitrogen) na coluna M. DNA
plasmidial extraido em larga escala, na coluna 1 pZsGreen/OA; 2
pZsGreen/OM; coluna 3 pZsGreen/Bt.



6 Discussao

A transgénese possui diversas aplicacoes, entre elas pode-se citar o estudo
da funcdo e mecanismos de acdo de genes, terapia génica e producédo de
biofarmacos. O desenvolvimento de animais transgénicos visando a producdo de
proteinas vem sofrendo avancos significativos nos altimos anos, tanto nos métodos
de geracéo quanto nas construcdes génicas utilizadas.

Uma etapa significativa da transgénese animal é a construgado das moléculas
recombinantes que carreardo o transgene para o interior das células do hospedeiro.
Os genes contém multiplos sinais para que haja uma transcricdo correta, porém
estes ndo estao totalmente elucidados e sua associagédo em construcdes pode levar
a transgenes inativos ou pouco ativos (HOUDENBINE, 2005b). Neste sentido
estudos preliminares devem ser feitos, de modo a definir a regido promotora a ser
utilizada e o vetor de expresséo adequado.

Numerosos sistemas de vetores estdo atualmente em uso para a
modificacdo genética, mas todos eles dependem da integracdo de genes exdgenos
no genoma do animal. Um vetor ideal deve manter-se estavel estruturalmente e nao
deve conter sequéncias de DNA viral ou codificam para proteinas virais (MANZINI et
al., 2006), nesse sentido o uso de vetores plasmidiais torna-se uma boa altenativa.

Nesse trabalho foram clonadas no vetor de expressdao em eucariotos
pZsGreenl-1, trés diferentes regibes promotoras sendo que, 0 promotor da
Betactina serve de controle, pois direciona a expressdo para todas as células
eucaridticas. A utilizacdo deste promotor possibilita uma facil visualizacdo da
proteina verde fluorescente ZsGreen no animal transgénico. A utilizacdo de genes
repOrter aumenta a eficiéncia do processo na producdo de transgénicos, pois
permite a selecdo de animais positivos (com a presenca do transgene funcional).
Além disso, descendentes de um animal transgénico expressando uma proteina
fluorescente fornecera tecidos geneticamente marcados, 0 que seria muito Util para
a pesquisa basica, onde tais células sdo necesséarias (YIN et al., 2008).

A geracao de peixes transgénicos foi obtida por Farlora et al. (2009) através
da clonagem do promotor da Betactina num vetor de expressdo contendo a regiao

codificadora da proteina EGFP (Enhancer Green Fluorescent Protein). Eles
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obtiveram trés geracdes de peixes expressando a proteina em varios tecidos,
incluindo os germinativos.

Hasegawaa et al. (2009) descreveram a visualizagdo in vivo de proteinas
fluorescentes em células tumorais utilizando o modelo medaka (Oryzias latipes),
através da transfeccdo de suas células com dois vetores de expressdo, um
contendo gene que codifica a proteina EGFP e outro a ZsGreen, sob controle dos
promotores citomegalovirus humano e Betactina de medaka, respectivamente. As
proteinas foram altamente expressas em quase todas as células de ambas as
linhagens celulares e eles notaram que a proteina ZsGreen apresenta maior
fluorescéncia que a EGFP e, além disso, a atividade transcricional do promotor de
Betactina/medaka foi superior em comparacao com o promotor CMV.

Harvey e Ivarie (2003) produziram pB-lactamase em ovos de galinhas
transgénicas utilizando o promotor CMV em vetor retroviral. J& Lillico et al. (2007)
obtiveram aves transgénicas através de vetores, também de origem viral, mas
contendo a regido regulatéria do gene da OA para controlar a expressédo de duas
proteinas terapéuticas.

Os promotores dos genes das proteinas Ovoalbumina e Ovomucoéide
direcionam a expressdo especificamente as células do oviduto do animal. A
sequéncia regulatéria minima exigida para expressao restrita ao oviduto in vivo ndo
foi definido para o gene da OA (LILLICO et al., 2007). Varios autores ja relataram a
transmissdo germinativa de transgene em pintos utilizando vetores lentivirais
(MCGREW et al., 2004; CHAPMAN et al., 2005; LILLICO et al.,2007) e retrovirais
(HARVEY et al., 2002; HARVEY; IVARIE, 2003; KOO et al., 2006; LEE et al., 2007).
Nao ha registros de construcdes génicas utilizando o vetor pZsGreen e o0s
promotores Bt, OA e OM para a geracao de aves geneticamente modificadas.

Nos testes de expressdo com células Vero era esperado observar a
expressao da ZsGreen nos plasmideos pZsGreen/Bt, uma vez que 0 mesmo induz a
expressdo em todas as células eucarioticas. A expressdo pouco significativa da
proteina ZsGreen nas células transfectadas com o plasmideo pZsGreen/OA, pode
ser explicada pelo fato de que a RNA polimerase das células Vero ndo € muito
especifica e reconheceu fracamente o promotor de OA. As células transfectadas

com o plasmidio contendo o promotor OM nao expressaram a ZsGreen.
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Para avaliar se a expressdo da ZsGreen nos vetores pZsGreen/OM e
pZsGeen/OA é especifica para células do oviduto de galinhas, sera realizado a
trasnfeccdo in vitro de células Vero com adicdo de hormbnios como a [-estradiol,
corticosterona e insulina buscando com isso verificar se a inducdo da expressao
nestas células é aumentada com a adicdo dos homonios, mimetizando o que
acontece in vivo. Outra estratégia testada sera o cultivo primario de células de
oviduto de fémeas Gallus gallus, para isso sera feita uma adaptacdo a partir do
protocolo descrito por Gao et al (2005).

A molécula recombinante contendo o promotor de melhor desempenho
nestes ensaios preliminares, tera a sequéncia codificadora da proteina ZsGreen
substituida por outra de um gene de interesse. Os vetores construidos neste
trabalho serdo utilizados na clonagem do gene que codifica para a eritropoetina
humana, sendo esta a primeira etapa para a obtencdo do produto final que € a
rhEPO. Espera-se que a molécula pZsGreen/Bt otimize o direcionamento da
expressao génica para as células epiteliais e, pZsGreen/OA e pZsGreen/OM para as

células do oviduto de Gallus gallus para a geracao de aves transgéncias biorreatoras.



7 Conclusao

- Os primers delineados amplificaram as sequéncias promotoras de
Ovoalbumina, Ovomucdide e Betactina de Gallus gallus.

- A clonagem dos promotores Bt, OA e OM foi realizada com sucesso o que
resultou na construcdo dos vetores pZsGreen/Betactina, pZsGreen/Ovoalbumina e
pZsGreen/Ovomucoide.

- Os trés plasmideos recombinantes pZsGreen/OA, pZsGreen/OM e
pZsGreen/Bt foram caracterizados pelos trés métodos propostos.

- As células transfectadas com o plasmideos contendo os promotores Bt e
OA expressaram a proteina ZsGreen.
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