PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES HUMANAS
Boa, Barata e em Larga Escala

Suplementos proteicos, mais baratos, mais puros, mais sauddveis...

Muitos dos produtos que consumimos e utilizamos todos os dias, na forma de
medicamentos e alimentos, por exemplo, sd0 compostos por proteinas especialmente
programadas para serem mais eficientes, mais nutritivas e capazes de provocar menos
reacOes adversas.

Essas proteinas, chamadas recombinantes - que sdo produzidas por outros
organismos que ndo aqueles proprios que a produzem precisam ser produzidas em alta
escala por biorreatores em industrias biotecnoldgicas para atender a crescente demanda
do mercado. E o que acontece, por exemplo, quando se quer muito coxinha, tem-se que
produzir em grande quantidade para atender aos pedidos das pessoas.

No entanto, existem riscos em se produzir grandes quantidades dessas proteinas.

Normalmente sdo utilizadas bactérias e leveduras para a producdo de proteinas
recombinantes. Calma, essas ndo fazem mal a salde! S&o apenas os biorreatores que
produzem as proteinas em grandes quantidades. Esses micro-organismos possuem uma
taxa de crescimento muito superior as células de mamiferos, isto quer dizem que
crescem e proliferam muito mais rapidamente que nossas células. Porém, da forma em
que sdo produzidas, alteracdes quimicas necessarias na estrutura proteica podem néo
serem atingidas e, por isso essas proteinas podem ser sdo mal reconhecidas pelo nosso
sistema imunol6gico e metabdlico. Principalmente aquelas proteinas de funcédo
terapéutica como a insulina, demais fatores de crescimento e marcadores de doencas
como hipertensdo e alguns tipos de cancer, a correspondéncia entre a proteina
recombinante e a sua versdo original, aguela produzida pelo nosso proprio organismo,
deve ser a maior possivel.

O reconhecimento da proteina recombinante, fabricada em micro-organismos ou
em plantas, pelo nosso sistema imune pode levar a uma resposta alérgica, por exemplo.

J4, se a proteina recombinante ndo adquire sua conformacao ou estrutura correta,
ela perde sua funcdo ou tem a perda de sua atividade enzimatica (da proteina). Ambas as
situagbes representam um risco a saiude humana quanto a sua utilizagdo. Por isso,
grupos de pesquisa do mundo inteiro, desde os anos 80, intensificaram seus estudos na
proposicdo de metodologias que permitissem a produgdo de proteinas recombinantes em

cultura de cédulas de mamiferos, cujas mudangas quimicas necessarias sao altamente



similares aquelas feitas pelas células do nosso proprio organismo e, por isso, efeitos
colaterais como alergia, ou falta de atividade como perdas de sua funcéo, j& que perdeu
sua estrutura podem ser evitadas.

As culturas de células de mamiferos crescem em taxas inferiores a taxa de
crescimento de micro-organismos e sao mais sensiveis as alteracGes nutricionais e
condicBes ambientais de estresse como temperatura e pH. A expressdo de proteinas
recombinantes nessas culturas é feita através de vetores de DNA contendo o gene que
codifica a proteina de interesse. Os vetores sdo carreadores ou carregadores que levam
uma sequéncia de DNA (o gene) que codifica para a proteina de interesse.

A expressdao ou producdo de proteinas recombinantes pode ser moldada de
acordo com a necessidade, ou realizada de forma continua, que é determinado por
sequéncias de DNA que antecedem o0s genes, e sdo chamadas promotores. Esses
promotores indicam para a maquinaria celular, qual a quantidade e a partir de que ponto
a expressao da proteina tem que ser feita. E essa expressdo ou producdo das proteinas
pode ser constitutiva, que € produzida continuamente, ou induzida, ou seja, sua
producdo s6 ocorre quando se tem interesse através da adicdo de um indutor. A
principal diferenca entre estes tipos de promotores, constitutivo ou induzivel, é que o
primeiro mantém de forma constante a expressao ao longo do crescimento celular,
enquanto o segundo necessita que um indutor seja adicionado ao meio de cultura,

podendo ser uma droga, hormdnio, temperatura ou pH.
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A sintese de proteinas em organismos eucariontes envolve duas etapas basicas:

uma nuclear, a transcricdo, e outra citoplasmaética, a traducdo. Em (A) temos um
exemplo simplificado de como é a estrutura de um gene e de como ele funciona. O
promotor, promove a expressdo génica ou produgdo do mRNA (vista na figura B). O
operador controla a producdo através de adigdo de um indutor, por exemplo. Essas
etapas ocorrem no nucleo. Os genes estruturais serdo as proteinas que precisamos,
quando serdo traduzidas no citoplasma da célula. Em (B),0 fluxo da informacédo
genética e quase exclusivamente em um sentido: DNA > RNA > Proteina, ou seja, 0
DNA especifica a sintese de RNA, que por sua vez especifica a sintese de polipeptideos,
os quais formam proteinas. Esse é o dogma central da biologia molecular.
A adicdo de um indutor ao meio de cultura representa a vantagem de se ativar a
producdo de uma proteina recombinante quando a cultura ja esta bem estabelecida, ndo
representando um estresse metabolico, como pode acontecer usando promotores
constitutivos.

Um modelo bastante interessante de inducdo a expressdao de proteinas
recombinantes é baseado em um tipo especial de promotor que é ativado na presenca de

metal pesado. Em baixissimas concentra¢@es, o promotor de metalotioneina, que é uma
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proteina que se liga ao zinco, é capaz de aumentar em quase dez vezes a producao de
uma proteina recombinante. 1sso representa uma potencialidade enorme para a aplicagdo
na industria e na pesquisa. A células podem crescer até atingir uma quantidade 6tima
para a expressdo proteica. Nesse momento, o metal pesado pode ser adicionado e a
producdo proteica pode atingir niveis em alta quantidade e mantendo suas qualidades.

Metais pesados como cadmio, chumbo, cobre, tem custos bem inferiores as
drogas indutoras usualmente utilizadas, o que cria uma vantagem adicional ao sistema.

Aliado a esse sistema de inducdo altamente eficiente, algumas mudancas na
sequéncia dos genes que codificam as proteinas de interesse, podem desonerar ainda
mais a sua producdo. Apo6s serem produzidas, elas ainda devem ser coletadas e
purificadas do meio de cultivo celular. Para garantir a reutilizacdo das células
produtoras, as proteinas podem ser programadas para serem liberadas no meio
extracelular, ndo havendo a necessidade de rompé-las para se obter a fracdo proteica.
Essa programacdo corresponde a um peptideo sinal, que indica para a célula onde a
nova proteina deve ser dispensada, se dentro, ou fora da célula, por exemplo.

Apbs a liberacdo no meio, a proteina deve ser especificamente selecionada dos
demais componentes do meio de cultura e uma segunda sequéncia sinal pode ser
inserida para que esta proteina em especial tenha uma afinidade a uma das fases que
compde o processo de purificacdo de proteinas por cromatografia liquida. Assim uma
proteina recombinante pode ser produzida a partir de células de mamiferos.

E é exatamente isso que estamos fazendo com a producdo da proteina
recombinante humana PSA (do inglés, Prostate-Specific Antigen, ou antigeno prostatico
especifico). Um marcador para o cancer de prdstata humano. Produzimos em alta
quantidade, de boa qualidade e sem efeitos colaterais.

A sua aplicacdo, principalmente clinica, necessita de experimentos que validem
a sua eficécia e seletividade. As chances de compatibilidade com o nosso corpo tendem
a serem bem grandes, pois as células que produziram a proteina sdo similares as nossas

e, por isso 0s riscos de seu aproveitamento sao bem baixos.
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