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Resumo: A expressdo e purificacdo de proteinas é uma técnica que possibilita a realizacdo de
estudos funcionais e estruturais, além de permitir o emprego de proteinas em diferentes areas da
pesquisa e do setor produtivo. Os efetores ativadores de transcricdo (transcription activator-like ou
TAL) sdo proteinas que atuam como fatores de transcricdo. Muito embora o exato mecanismo da
ativagdo transcricional ainda permaneca desconhecido, os efetores TAL vem sendo utilizados como
uma importante ferramenta molecular na manipulacdo genética de diferentes organismos. Neste
sentido, os efetores apresentam uma aplicagdo biotecnolégica. O objetivo do presente trabalho é
promover a expressdo dos efetores TAL visando estudar seu mecanismo de agdo que promove a
ligagcdo em sitios promotores e ativacao de genes especificos. Para isso a primeira etapa consistiu em
alguns passos de clonagem. A regido de ligagdo de DNA do efetor TAL foi sintetizada e clonada em
um vetor de expressao, gerando um efetor TAL artificial com especificidade de ligagdo a um gene
chave na via de biossintese do etanol. A segunda etapa, ainda por realizar, consiste na expressao
deste efetor para posteriormente realizar estudos funcionais. Este estudos serdo essenciais para a
entender o processo de transativacdo de genes utilizado pelos efetores TAL.
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Introducao

A expressao heterdloga de proteinas € uma técnica utilizada como ferramenta
no campo da biologia molecular desde a década de 70; com o tempo passou por
modificacdes em sua metodologia em busca de aperfeicoamento. Atualmente é
possivel realizar a expressao heteréloga de proteinas em organismos unicelulares e
pluricelulares (PEREIRA, 2009).

Em esséncia, a técnica € baseada em um conjunto de rea¢des enzimaticas que
tem por objetivo clivar e ligar genes exdgenos (insertos) em plasmideos. Um
plasmideo é uma molécula de DNA circular que nao faz parte do DNA cromossomal,

hY

e seu papel é conferir alguma vantagem metabdlica a célula que o abriga. Na

biotecnologia, os plasmideos séo utilizados como vetores de insertos de interesse,
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cujo produto € uma proteina de vanragregado, que dever e roduzid ; |
grande quantidade e com elevado grau de pureza (CARUSO, 2007).

A partir da expressao heterdloga e purificagcdo de proteinas é possivel realizar
estudos funcionais e estruturais (PEREIRA, 2009). Deste modo, milhares de
proteinas com caracteristicas ainda desconhecidas passaram a ser produzidas,
dentre elas, os efetores ativadores de transcricdo (transcription activator-like ou
TAL).

Os efetores TAL sao proteinas de origem bacteriana que sdo capazes de ativar
a transcricdo de genes em uma célula hospedeira (ROMER et al. 2007). A principal
caracteristica estrutural de um efetor TAL € um dominio central (DC), que determina
a especificidade de ligacdo do efetor & sequéncia de DNA alvo (ROMER et al. 2007;
SCHOLZE; BOCH, 2011). A ligacao ocorre em regides regulatérias no genoma —
como o0s sitios promotores — promovendo a ativacdo da transcricdo do gene
correspondente, resultando em uma alteracdo da expressdo génica (SCHOLZE;
BOCH, 2010).

Atualmente é possivel desenvolver efetores TAL artificiais com especificidade
de ativacdo transcricional de genes de interesse, alterando a sequéncia de
aminoéacidos do efetor que determina a sequéncia de nucleotideo alvo a ser ligada.
Neste sentido, o efetor TAL pode ser utilizado na biologia molecular como uma
ferramenta biotecnologica (SCHOLZE; BOCH, 2011). Muito embora o coédigo de
ligacdo do efetor TAL ao seu alvo seja conhecido (BOCH et al. 2009), o mecanismo

de ativacéo do gene ainda néo foi completamente elucidado (MAK et al. 2014).

Material e Métodos

Bactérias e condicdes de cultivo

A bactéria Escherichia coli foi utilizada para os ensaios de clonagens. O cultivo
de E. coli foi realizado em meio Luria-Bertani (LB) a 37 °C por 14-16h. Sempre que
necessario os antibidticos foram adicionados nas seguintes concentracdes finais:

ampicilina, 100 ug/ml e canamicina 50 ug/ml.

Clonagem de efetores TAL artificiais

Todo o processo foi realizado através da transformacao de cepas de clonagem
termo competentes utilizando o plasmideo Eurofins contendo o DC artificial de um
efetor TAL sintetizado em duas versfes: ArtP2-UP e ArtP2-BOX. O plasmideo
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pET28a-P2ADC é um vetor de éxpress que contem um efetorL sm ‘ C - foi
linearizado com a enzima Mscl (sitio: TGGCCA). Simultaneamente, a liberacdo do
DC do plasmideo Eurofins ocorreu pela digestdo com essa mesma enzima. Em
seguida, os DCs ArtP2-UP e ArtP2-BOX foram clonados no plasmideo pET28a-
P2ADC, gerando pET28a-Art-P2-Up e pET28a-Art-P2-Box.

~ Resultados e Discuss&o

Através da técnica de clonagem fizemos uma digestdo utilizando a enzima
Mscl para cortar o inserto e liga-lo no plasmideo de interesse, a reacao foi feita com
éxito e logo foi realizada a ligacdo do gene no vetor de expressdo. Apos estudos in
silico, duas estratégias de digestdo com enzimas de restricdo foram utilizadas para
checar a orientacdo de clonagem do inserto: uma com a enzima de restricdo Xbal
(UP) e outra Notl (BOX). O perfil eletroforético das digestdes revelou o pET28a-
ArtP2-Box com duas bandas, sugerindo a presenca do inserto com 2,8 kb (Figura 1,
seta), enquanto para o pET28a-ArtP2-Up o perfil eletroforético observado né&o

permite concluir sobre o sucesso da clonagem.

a3 A b 1- Marcador de peso molecular

2- Digestéo (Xbal) ArtP2-UP (colbnia 1)
3- Digestdo (Xbal) ArtP2-UP (colbnia 2)
4- Digestdo (Notl) ArtP2-BOX (col6nia 1)
5- Digestdo (Notl) ArtP2-BOX (col6nia 2)
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Considerac0fes Finais

Em sintese, conclui-se que a expressado heteréloga de proteinas e sua respectiva
purificagdo possui grande aplicabilidade na ciéncia moderna, favorecendo o
desempenho de técnicas que contribuem para o crescimento econdmico e cientifico
mundial. A expressao heterdloga dos efetores TAL demonstra-se importante devido a
sua aplicacao biotecnoldgica, sobretudo no que diz respeito a manipulacédo genética.
A partir dos experimentos de clonagem, que foram realizados com sucesso, estudo

funcionais considerando ensaios de interagdo proteina-DNA.
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