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m conjunto de metodologias e abordagens experimentais
foi desenvolvido nas dltimas décadas e sua compreensio é
fundamental para o entendimento de como o conhecimento na
irea de Biologia Molecular é produzido e de como ele vem sendo
utilizado de maneira aplicada para a geragio de medicamentos

produzidos em organismos vivos, os biofirmacos.
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Bioférmacos sio medicamentos produ-
zidos por técnicas biotecnoldgicas com
a utilizacio de um sistema vivo. Podem ser
extraidos de 6rgios e tecidos, microrganis-
mo, fluidos animais ou a partir de células e
microrganismos modificados geneticamente.
Sdo mais eficazes do que os medicamentos
convencionais obtidos por processos de ori-
gem quimica, possibilitando o tratamento
de doengas cronicas nas quais hd a auséncia,
diminuicio ou perda de fun¢io de uma de-
terminada proteina.

Os biofirmacos sio muito similares ou
idénticos as proteinas humanas sendo uti-
lizados para reposi¢do destas proteinas no
paciente. Uma das principais vantagens do
uso de Biofirmacos em relacio ao uso de
proteinas purificadas a partir de amostras

VETORES DE CLONAGEM

biolégicas humanas, como ocorre no caso
de fatores sanguineos de coagulagio usados
para hemofilicos, é que estes medicamentos
sdo muito mais homogéneos e seguros, nio
apresentando o risco de possuir algum virus
ainda desconhecido, e que nio foi detecta-
do pelos testes disponiveis atualmente. A
vantagem se deve ao fato destas proteinas
serem produzidas dentro de um processo
rigidamente controlado e com o minimo de
variabilidade entre os lotes, de forma a gerar
estruturas proteicas completas e homogé-
neas, que minimizam ao maximo possiveis
reacoes imunoldgicas nos pacientes. O pri-
meiro biofirmaco desenvolvido para uso
humano foi a insulina, produzida na bacté-
ria Escherichia coli e aprovado para comer-
cializagdo nos Estados Unidos em 1982. O

Um vetor de clonagem é um pequeno pedago de DNA proveniente de virus,

bactéria ou de células eucaridticas, capaz de ser mantido de modo estdvel no

organismo, e no qual um fragmento de DNA pode ser inserido. Para serem

usados em clonagem, os vetores devem possuir caracteristicas especialmente

desenhadas que permitam:

(a) a inser¢do e a retirada de fragmentos de DNA, ou seja, a presenca de

sitios de restri¢io em locais adequados;

(b) a replicagio independente daquela do cromossomo da célula hospedeira;

(c) aidentificagio e a selegdo das células portadoras de vetores portadores de

insertos, por meio de marcas especificas.

Existem diferentes tipos de vetores de clonagem e eles sio escolhidos de acor-

do com o tamanho do fragmento de DNA a ser clonado e de acordo com a

célula que serd utilizada para replicar o DNA recombinante. Um dos tipos

de vetores de clonagem mais utilizados é uma pequena molécula circular de

DNA extracromossomal denominado plasmideo, encontrado no interior de

diversos tipos de células. Outro vetor frequentemente utilizado é fago A, um

virus bacteriéfago, que replica seu material genético utilizando a maquinaria

celular de células de Escherichia coli. Em ambos os vetores, o DNA de interes-

se é replicado dentro da célula hospedeira.

Vetores podem ser especialmente preparados para possibilitar a expressio do

segmento de DNA clonado, ou seja, o vetor é modificado para conter sequén-

cias regulatérias que atuam como promotores, permitindo a transcri¢io es-

pecifica do gene nele inserido e sua posterior tradugio. Por isso, os vetores de

expressdo sio ferramentas bdsicas para a produgio de proteinas importantes

usadas em tratamentos médicos, como a insulina, por exemplo.
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primeiro biofirmaco produzido em célula
de mamifero foi o ativador de plasminogé-
nio tecidual (tPA), em 1986, para uso em
pacientes com infarto agudo do miocardio.

Em sequéncia, outros biofirmacos passaram
a ser produzidos em diferentes organismos
para diversas doengas complexas conforme
alguns exemplos descritos na tabela abaixo.

Biofarmaco Tratamento Ano de Aprovacio
Insulina Diabetes 1982
Interferon a Leucemia 1986
Ativador de plasminogénio tecidual (tPA) Infarto 1986
Horménio do crescimento humano Deficiéncias no crescimento 1987
Eritropoitina Anemia 1989
G-CSF Neutropenia 1991
Interleucina 2 Carcinoma renal 1992
Proteina morfogenética 6ssea (BMP2) Reparo dsseo 1992
Fator de coagulacao VIII Hemofilia A 1994
Horménio foliculo estimulante (FSH) Infertilidade feminina 1995
Interferon f3 Esclerose multipla 1996
Fator de coagulagao IX Hemofilia B 1999
Anticorpo monoclonal Céancer de mama 1998
Anticorpo monoclonal Leucemia 2001
Anticorpo monoclonal Asma 2003

No mundo, cerca de 300 milhées de pacien-
tes ja utilizaram biofirmacos para o trata-
mento de diversas doengas cronicas causan-
do um grande impacto para a saide humana,
no tratamento de doencas que nio tinham
cura ou que nio era bem sucedido, ou para
a prevengio de outras. Foi possivel desenvol-
ver produtos seguros para a cura da doenca
de Alzheimer, cincer, apneia do sono, artri-
te reumatdide, ataques cardiacos, cincer de
mama, cincer renal, dermatite at6pica, dia-
betes, doenga do Crohn, esclerose multipla,
fibrose cistica, hemofilia, hepatite, enfarte
cerebral ou apoplexia, insuficiéncia cardiaca,
lepra, leucemia, leucemia linfocitica crénica,
linfomas, lGpus, tumores cerebrais e fraturas
dsseas, Muitas das vacinas recombinantes
utilizadas atualmente, tanto em satide huma-
na quanto em sadde animal, sio produzidas
pelas mesmas técnicas usadas para a produ-
¢io de biofirmacos. Como exemplos podem

ser citadas as vacinas recombinantes para
uso humano para prevencio de Hepatite B,
cincer de colo de ttero, contra o Papilomavi-
rus (HPV) e gripe (Influenza A); o uso em
animais, para raiva, cinomose, leishmaniose
visceral canina, dentre outras. Enquanto a
maioria dos biofirmacos, aprovados para
uso humano, consistem de uma cépia fiel de
alguma proteina de interesse, denominados
“Biofdrmacos de primeira geragio” e utiliza-
dos como proteina de reposi¢io, um niimero
cada vez maior de moléculas, chamadas de
“Biofdrmacos de segunda gera¢io’, vém con-
quistando uma fatia cada vez maior do mer-
cado farmacéutico. Esta segunda geragio de
biofirmacos consiste em andlogos ou copias
produzidas com o uso de técnicas de enge-
nharia genética da proteina inicial, de modo
que esta tem maior atividade bioldgica, es-
tabilidade, a¢do mais rdpida ou mais lenta,
tempo de absor¢io diferente devido a4 mo-
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dificagio da molécula. As modificagées dos
biofirmacos podem-se alterar diretamente
a sequéncia de aminoacidos da proteina em
questio, a quantidade e o tipo de glicosilagio
na proteina, ou adicionar um grupo quimico
para aumentar a estabilidade. Uma terceira
classe de biofirmacos envolve os “Biofirma-
cos de terceira geragio” que sio os anticorpos
monoclonais e proteinas de fusio. Pode-se
anexar 3 proteina uma molécula como, por
exemplo, um quimioterdpico, e assim torni-
-la com uma fungio tnica e muito mais espe-
cifica para combater determinada patologia.

A grande maioria dos biofirmacos possui
algum tipo de modificagio na estrutura pro-
teica, sendo a adigio de uma cadeia de agticar
a sequéncia polipeptidica (processo denomi-
nado glicosilagio) a mais comum delas. Estas
modifica¢ées sio fundamentais para a ativi-
dade bioldgica de certos biofairmacos, contri-
buindo para o reconhecimento do receptor,
meia-vida, estabilidade no plasma e dobra-
mento correto da proteina para que ela se
ligue ao seu receptor na superficie da célula.

A produgio de biofirmacos necessita de ob-
servacio constante em diversas etapas do pro-
cesso para que nio haja nenhuma mudanca
que possa comprometer a eficicia do medi-
camento ou causar algum efeito adverso no
paciente, ja que o produto é produzido por ot-
ganismos vivos. E um processo extremamente
caro comparado 3 produgio de medicamentos
convencionais. Entretanto, permite a produ-
¢do de medicamento para doencas de grande
incidéncia e de grande complexidade.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitdria (Anvisa) é a responsavel por apro-
var e regulamentar a producio de biofirma-
cos com regras rigidas e baseadas nas regu-
lamentag6es da agéncia regulatéria América,
o FDA (Food and Drug Administration) e
da Europa, a EMEA (European Medicines
Agency).

O processo de produ¢io de um biofirmaco
é complexo pois a molécula ¢ dificil de ser
copiada e caracterizada. Envolve quatro di-
ferentes fases:

(1) construgio do DNA recombinante de
interesse e desenvolvimento da linhagem
de célula ou microrganismo;

(2) cultivo da célula para produgio do bio-

fairmaco;

(3) purificagio do biofirmaco - etapa que
envolve o isolamento da proteina pura
sem nenhum outro contaminante da cé-
lula;

(4) formulagio e envase do biofdrmaco para
comercializagio.

A escolha da célula para expressar o biofér-
maco tem profunda influéncia sobre estas
propriedades do medicamento. Os siste-
mas de produgio mais utilizados para a
producio de biofirmacos incluem células
de mamifero, especialmente a célula CHO
(Chinese Hamster Ovary), e bactérias, como
Escherichia coli. Células de mamifero sio
preferencialmente utilizadas para a produ-
¢io de biofirmacos mais complexos, consis-
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tindo de mais de uma cadeia polipeptidica
e contendo modificagdes pds-traducionais,
tais como glicosilagdo. J4 as bactérias sio
utilizadas para produzir biofirmacos mais
simples, que nio precisam de modificacoes
complexas para ter atividade bioldgica, ou
para a producio de peptideos. Outros or-
ganismos bastante comuns e de menor
custo para a expressio de biofirmacos sio
leveduras, tais como Saccharomyces cerevisae
ou Pichia pastoris, células de inseto trans-
formadas com baculovirus, sendo a Spo-
doptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) a
mais utilizada, além de plantas (folhas de
tabaco), animais transgénicos e em fluidos
de animais como, por exemplo, na urina, no
sangue ou leite de cabras ou coelhos.

Outra estratégia bastante utilizada na fa-
bricagio dos biofirmacos modernos é a
construgio de proteinas de fusio, quando
as sequéncias codificadoras para duas prote-
inas distintas sio clonadas lado a lado, sob
o controle de uma unica regiio promoto-
ra, de modo que o produto proteico final é
constituido por duas proteinas unidas e com
fun¢des complementares. Um exemplo desta
tecnologia é o medicamento Etanercept, uti-
lizado no tratamento da artrite reumatdide.
Ele é composto por um fragmento do re-
ceptor para TNF (fator de necrose tumoral,
uma proteina pré—inﬂamatéria muito pre-
sente nas articulagdes afetadas) ligado a um
fragmento de IgG humano (Imunoglobulina
G, um anticorpo). Este biofirmaco compe-
te com o TNF produzido pelo paciente, di-
minuindo assim a resposta inflamatéria. A
por¢io do anticorpo anexo a este biofirmaco
tem, por fun¢io, o aumento da meia-vida do
medicamento.

Atualmente, em torno de 350 biofirmacos
estio em fase de testes clinicos para a apro-
vagio e comercializagio, sendo muitos deles
biossimilares (cépias do produto referéncia).
O mercado de biofirmacos representa apro-
ximadamente 10% das vendas do mercado
farmacéutico mundial e tende a crescer em
torno de 10 2 15% ao ano nos préximos anos,
com novos e inovadores produtos sendo lan-
cados anualmente. Os produtos proteicos
tendem a estar dentre os cinco produtos
mais lucrativos de toda a industria farmacéu-

tica. No entanto, muito ainda é necessrio
ser feito em termos de regularizacio destes
produtos, especialmente quando o mercado
dos mesmos estd crescendo em paises con-
sumidores economicamente emergentes, tais
como a India e a China. O foco atual desta
indtstria sio os produtos produzidos por
organismos geneticamente modificados, es-
pecialmente aqueles contendo modificacées
complexas que conferem maior atividade
biolégica ao medicamento. Desta maneira,
investimentos em pesquisa e inovagio nesta
drea tio prospera tendem a trazer ao merca-
do produtos cada vez mais tecnol6gicos, com
melhores respostas dos pacientes e a precos
mais acessiveis.

Apesar das dificuldades na aprovagio dos
novos produtos e dos altos precos que limi-
tam uma expansio do consumo, o setor de
biofirmacos representa uma parcela signifi-
cante e crescente das vendas do setor farma-
céutico. Dentre os biofirmacos mais vendi-
dos encontram-se, Anticorpos Monoclonais
(MADbs) para o tratamento de diversos tipos
de cincer, e anti-TNFa (Fator de necrose
tumoral o) para o tratamento de doengas
auto-imunes reumatolégicas. O préximo
grupo de biofirmacos mais lucrativos inclui
insulina e seus anélogos, utilizados no trata-
mento de diabetes, seguido por eritropoieti-
na (EPO), que estimula a produgio de glé-
bulos vermelhos do sangue, requisitada no
tratamento de diversas patologias. Outros
biofirmacos na lista dos mais vendidos in-
cluem fatores de coagulagio sanguineos, va-
cinas e horménios reprodutivos. No Brasil,
atualmente, sio produzidos 14 biofirmacos
que sdo utilizados para tratamentos de do-
encas como hemofilia, esclerose multipla, ar-
trite reumatoide e diabetes. O Ministério da
Satide do Brasil gasta, em média, 43% da sua
verba anual (cerca de 4 bilhdes de reais) para
a compra de biofirmacos. O governo tem in-
vestido na produgio nacional de outros bio-
firmacos e pretende atingir a produgio de
25 até 2017, inserindo novos medicamentos
que sdo muito necessirios para o tratamen-
to de cincer de mama, leucemia, diabetes,
problemas oftalmoldgicos, cicatrizagio em
procedimentos cirdrgicos e deficiéncias no
crescimento.
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ENTENDENDO AS TECNICAS
USADAS NA PRODUCAO
DE BIOFARMACOS

A Engenharia Genética através do uso da
técnica de DNA recombinante permitiu a
geracio de medicamentos produzidos em
organismos vivos, os chamados biofirmacos,
que tém como principio ativo uma proteina.
Por isso, os segmentos de DNA que codifi-
cam as proteinas de interesse devem ser ma-
nipulados, caracterizados e expressos para a
obten¢io dos produtos desejados.

Sio muitas as técnicas desenvolvidas nas
tltimas décadas que permitem o estudo de
trechos especificos do DNA. Um requisito
importante que permite a realizacio de tais
estudos é a obtengio, em grandes quantida-
des, do segmento especifico de DNA que se
deseja estudar. A técnica mais utilizada para
este fim é a da clonagem molecular, tam-
bém chamada genericamente de técnica do
DNA recombinante ou engenharia genética
ou ainda de clonagem génica, quando o seg-
mento a ser amplificado corresponder a um
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Replicacdo da célula transgénica

Figura 1.

Célula transgénica

gene. A clonagem molecular, resumidamente
apresentada na Figura 1, é um conjunto de
métodos usados para construir moléculas
de DNA recombinante e fazer com que elas
se dupliquem dentro de organismos hospe-
deiros. O DNA recombinante ¢ originado a
partir de DNA de diferentes organismos e
sua construgio é possivel gracas ao fato do
DNA de todos os seres vivos possuirem a
mesma estrutura quimica.

Mas, como conseguir o segmento de DNA que
se deseja clonar? Uma das possibilidades, usa-
da principalmente quando nio se tem informa-
¢Oes sobre a sequéncia do DNA a ser clonado,
é a digestio do DNA genémico por uma en-
zima de restricao, o que gera uma colecio de

fragmentos com extremidades iguais. Todos os
fragmentos gerados na digestio podem entio
ser misturados a moléculas de um vetor de
clonagem (ver box), também digeridos com
a mesma enzima de restri¢io. Isto garante que
todas as moléculas envolvidas no processo de
clonagem tenham as extremidades compati-
veis e possam ser covalentemente unidas entre
si pela enzima DNA ligase.

+ DNA Ligase @
)

opesul

DNA recombinante

® O

20— [ |

Célula + DNA recombinante

As enzimas de restricao
cortam o DNA em locais
especificos, conhecidos como
sitios de restri¢ao. Para cortar

o DNA, as enzimas fazem duas
incisdes no esqueleto de aclcar-
fosfato de cada uma das fitas
do DNA. Os cortes de diferentes
enzimas ocorrem sempre em
sequéncias palindromicas
produzindo extremidades que
sdo compativeis, ou seja, podem
ser unidas covalentemente por
acao da DNA ligase. A sequir,
dois exemplos de locais de corte
por enzimas de restricdo. A
enzima EcoRl corta nos locais
indicados em verde na figura

e produz as extremidades
coesivas: AATTC e TTAAG
(complementares entre si).
GIAATTC

CTTAAIC

A enzima Sma | corta na
sequéncia indicada na figura e
gera extremidades retas, que
também podem ser religadas.

CCC|GGG
GGGIcccC

I

DNA ligase é uma enzima que
realiza a ligacao de fitas de
DNA catalizando a formacao
da ligacao fosfodiester. Em
organismos vivos ela realiza
reparo de DNA de uma das
fitas da molécula de DNA e
algumas formas podem reparar
também a quebra das duas
fitas da molécula. DNA ligase
pode também ser usada in vitro
nos processos de clonagem
molecular.

Técnica de construcdo de DNA recombinante. O fragmento de DNA de interesse (1) & inserido no vetor de clonagem, um plasmidio, molécula de
DNA circular que possui uma origem de replicagdao independente do DNA gendmico (2). Tanto o vetor de clonagem quanto o segmento de DNA
a ser clonado devem ter extremidades compativeis, isto & devem ter sido digeridos pela mesma enzima de restricdo. Por acdo da enzima ligase, o

DNA de interesse € ligado ao DNA do vetor de clonagem gerando uma molécula de DNA recombinante (3). A molécula recombinante & inserida em
uma célula bacteriana hospedeira (4) utilizando um método denominado transformacdo bacteriana que aumenta a eficiéncia de entrada do material
genético (5). O material genético introduzido ndo se insere no genoma da célula hospedeira e passa a se replicar de modo independente deste. As
células transformadas sao colocadas para se multiplicarem em meio de cultura apropriado permitindo assim a obtencao de grande quantidade de
células contendo o DNA recombinante. O passo seguinte & a extracdao do DNA plasmidial contendo o material genético de interesse.
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Outra maneira de se obter DNA para clona- com enzima de restricio e separa¢io dos

gem é isolar inicialmente os fragmentos es-  fragmentos gerados por meio de eletroforese

pecificos de DNA apés a digestio do DNA  (Figura 2).
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Figura 2.

A eletroforese de DNA é uma técnica que permite a separagao de moléculas de diferentes tamanhos em um gel ou matriz, quando submetida

a um campo elétrico. As amostras de DNA (A) sdo aplicadas em pequenos pocos existentes na parte superior da matriz ou gel, como
esquematizado na parte esquerda da figura. Tais amostras geralmente sao compostas por fragmentos de DNA de diferentes tamanhos que serao
separados de acordo com seus tamanhos. Uma vez que o DNA apresenta carga negativa, a migracao ocorre sempre na direcdo do polo positivo
e a velocidade de migragao dependera do tamanho dos diferentes fragmentos. Apés um tempo de migragao, é possivel observar bandas no gel
ou matriz. Cada banda, representada no esquema por uma faixa azul, corresponde a um conjunto de moléculas que tém como caracteristica
comum o tamanho. Geralmente, na margem esquerda da matriz sao aplicadas amostras de DNA compostas por fragmentos cujos tamanhos sao
conhecidos e que servem de referéncia para a estimativa dos fragmentos de DNA gerados ap6s digestao e migragao eletroforética. Tais amostras
sao denominadas marcadores e alguns dos tamanhos de tais marcadores (M) estao representados na figura. A foto a direita contém apenas uma

banda de DNA humano com cerca de 800 pares de bases (pb). A técnica de eletroforese pode ser visualizada em detalhes no video situado no
endereco: http://www.youtube.com/watch?v=TZ-K13Y4ffw

Fragmentos de DNA, cuja sequéncia de
bases é conhecida, podem ser obtidos em
grande quantidade pela técnica da PCR
(iniciais da sigla em inglés Polymerase Chain

do assim que as fitas abertas da dupla-hélice
possam servir de molde para as novas mo-
léculas que serio sintetizadas pela enzima
Taq polimerase, tendo como locais de

As polimerases do DNA sdo
enzimas capazes de realizar

a duplicacdo desta molécula.
A Taq polimerase é uma
polimerase do DNA que atua
em altas temperaturas, ou seja,
em temperaturas em que outras
polimerases seriam degradadas
pelo calor. Ela esta presente na
bactéria Thermus aquaticus,
que vive em temperaturas
extremas de géiseres e fontes
termais.

Reaction). A PCR, estd esquematizada na
Figura 3. Milhoes de cépias da molécula de-
sejada podem ser obtidas muito rapidamen-
te, em cerca de 2 horas. A sequéncia que se
deseja amplificar deve estar localizada entre
dois iniciadores sintéticos de duplicacio de
DNA, denominados primers. Tais iniciado-
res delimitam assim o trecho da molécula de
DNA gendmico que se deseja amplificar.

Para a obten¢io de milhdes de moléculas
sd0 necessdrios vérios ciclos de replicacio de
DNA. Cada ciclo consiste da desnaturagio
da molécula de DNA pelo calor, permitin-

inicio de duplicagio os dois iniciadores (pri-
mers). Desse modo, apenas o trecho entre
os dois iniciadores serd duplicado. Apés di-
versos ciclos de replicagio, a cole¢io de frag-
mentos resultantes pode ser visualizada e
separada do restante do genoma utilizando
a técnica de eletroforese em gel de agarose

(Figura 3).

Apés o isolamento do inserto de DNA, este
deve ser inserido em um vetor de clonagem
(Ver BOX), e, para isso, sio utilizadas en-
zimas capazes de ligar covalentemente o in-
serto ao vetor, denominadas DNA ligases.
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PCR
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dupla fita do DNA dos primers do DNA (2 moléculas novas)
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Figura 3.

Reacao de PCR. Na figura estao apresentados 2 ciclos da reagdo de PCR. A cada ciclo de amplificacdo, o DNA é copiado de forma exponencial.
Em (1) esta representado um DNA dupla fita. Com o inicio da reacdo de PCR (2), a temperatura é aumentada para 95° C e as fitas do DNA

sao separadas (desnaturadas). Apds a separacao das fitas do DNA, a temperatura da reagdo é diminuida para cerca de 50° a 60° C e os primers
sao anelados ou emparelhados nos locais da fita molde onde houver complementaridade de bases (3). Na etapa (4), a temperatura da reacao é
elevada para cerca de 72° C e a enzima Taq polimerase sintetiza a nova cadeia de DNA (representada em azul, no ciclo 1, e em lilas no ciclo 2),
estendendo o primer emparelhado na fita que servira de molde para a duplicacdo do DNA. Ao final deste processo, o DNA esta copiado e foram
obtidas 2 novas fitas filhas (em azul), representados no item 5 da figura. As fitas maes (em preto) e as fitas filhas, resultantes do ciclo 1 de PCR
(em azuis), sdo submetidas a um novo ciclo. As moléculas do ciclo 1 servem como molde para mais sintese de DNA do ciclo seguinte (ciclo 2).
Em (6), as fitas sao novamente desnaturadas; (7) os primers sao anelados na fita a ser copiada; (8) a Tag Polimerase sintetiza novas fitas (lilas) a
partir das fitas maes (preto) e filhas (azul). Todas as fitas de DNA (pretas, azuis, lilas) servirao como molde para um novo ciclo de PCR. Sugestdes
de videos: http://www.youtube.com/watch?v=ZmqqRPISg0g; http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnlwoZKU

|NSER(;AO DO DNA formagio de micelas hidrofilicas capazes de
RECOMBINANTE NA CE LULA se fundir 3 membrana celular (lipofeccio) e

por transdugio viral. Além disso, a replica-

O DNA recombinante pode ser introdu- ¢ao do DNA recombinante pode ocorrer em

zido na célula por uma série de métodos, a
citar os mais utilizados por choque elétrico
(eletroporagio) ou choque térmico (eleva-
-se a temperatura a 42° C), permitindo as-
sim a entrada do transgene por estes, pela

uma grande diversidade de células, e a esco-
lha desta estd relacionada com o objetivo da
clonagem. Dentre as células utilizadas para a
replicacio e expressio estio: leveduras, célu-
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Sistema

Bactérias

- Genética e fisiologicamente
bem caracterizadas

- Réapido crescimento in vitro

las bacterianas, células de mamiferos, células
de insetos, entre outros (Figura 4). As célu-
las bacterianas normalmente sio utilizadas
para replicagio do DNA recombinantes por
serem de fécil manipulacio, alta taxa de repli-
cagio e baixo custo de manuseio com relagio
as demais células, mas também sio utiliza-
das para a expressio de biofirmacos menos
complexos, como por exemplo a insulina. J4

células de mamiferos, por exemplo, sio fre-
quentemente utilizadas para expressio de
proteinas recombinantes, visto que tais pro-
teinas apresentam um padrio de modifica-
¢do pés-traducional (modificagio que ocorre
ap6s a sintese da cadeia polipeptidica, proces-
so conhecido como tradugio) mais complexo
neste tipo de células, e que sio fundamentais
para a atividade bioldgica destas.

Sistemas de Expressao de Biofarmacos

Leveduras e Fungos

- Meio de cultivo simples e
barato

- Répido crescimento in vitro

Células de Inseto

- Facilidade de manutengéo das
células

- Réapida obtengéo da proteina

Células de Mamifero

- Permite a expressdode
proteinas complexas e com
alta massa molecular

Plantas Transgénicas

- Maior economia e
biosseguranca

- Escalonamento bastante viavel

- Padréo de glicosi imil

Animais Transgénicos

- Maior produtividade em
comparagdo a expressdoem
células de mamifero

- Padrdo de glicosilagdo similar ao

ao das proteinas humanas

- Produto livre de pirégenos,

e prions

- Maior estabilidade da proteina

- Longo periodo para a selegdo
de células transgénicas

- Baixo nivel de expressdo

- Cultivo dificil e trabalhoso

das p!

- Longo periodo para a selegdo
de animais transgénicos

- Altos custos com manutengdo
dos animais

- Purificagdo da proteina é
" devid de

- Tecnologia pouco estudada

7] de interesse - Padrdo de glicosilagdo idéntico
S - P ivos bem - Livre de ou muito similar ao das proteinas
) descritos e controlados oncogenes e particulas virais - Livre de
© oncogenes e particulas virais
€ -Fecil de - B - Correto dobramento e
(O génica geneticamente - Modificagdes pé: P da proteil
> e dobramento protéico mais
- Custo de produgéo baixo - Alta eficiénciade p c p - Baixa imunogenicidade da
proteina produzida produzida
- Facilidade na purificagéo
- Ausénciade maquinaria para - Padrdo de glicosilagdo diferente - Padrdo de glicosilagdo - Longo periodo para a selegédo
adicdo de modificagdes pds- do esperado, podendo tornar a diferente de proteinas de de células superprodutoras
7] traducionais proteina ndo-funcional mamiferos, podendo tornar a
c proteina pouco funcional - Cultivo de alto-custo e
g’ - Deficiénciano dobramento - Alta degradacdo proteolitica trabalhoso
© protéico - Expresséotransitéria da
‘é‘ - Processo de escalonamento proteina - Necessidade de equipamentos
© -N idade da eliminagdo de para produgdoil ial ainda é dispendiosos - Variabili na
> toxinas e pirégenos durante o desconhecidono caso dos - Degradagé&o protéica
] processode purificagdo fungos - Rendimento modesto
8 - Proteinas processadas
- Possibilidade de agregagdo incorretamente - Possibilidade de contaminagdo
protéica viral
Figura 4.

Sistemas de Expressdo para Biofarmacos: Vantagens e Desvantagens.

outras proteinas do a:\imal '

- Questdes éticas (bem-estar
animal) e de biosseguranga
(transmissdo de patégenos)sdo
entraves
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