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RESUMO

A sociedade necessita de novos produtos e servigos que sé sdo vidveis em larga escala através da tecnologia
do DNA recombinante. Com isso, pesquisas de novas tecnologias e bioprodutos séo tdo importantes para a
Universidade, pesquisadores, empresas e sociedade em si. Contudo, necessita-se de uma infraestrutura
minima e protocolos operacionais padrdes ja validados para permitir o desenvolvimento de tais pesquisa.
Em vista disso, esse projeto desenvolveu e validou protocolos para o Laboratério de Biotecnologia Celular
e Laboratério de Bioprocessos, na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos.
Foram estabelecidos os protocolos de criopreservacao das cepas de Escherichia coli DH5a, BL21 ¢ DB3.
Foram comparados protocolos utilizando glicerol, dleo mineral e agar stab. Além disso, foi padronizado o
protocolo de competéncia por inducéo quimica de solugdo MgCl: - CaCl. e CaCl. seguido de validacdo
com a transformacéo das cepas por choque térmico utilizando vetores plasmidiais. Em conjunto, elaborou-
se um banco de plasmideos para uso em produgdo de DNA recombinante, desta forma oportunizando para
a instituicdo estrutura Gtil no desenvolvimento de organismos geneticamente modificados (OGM), por
intermédio da tecnologia do DNA recombinante.
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ABSTRACT

Society needs new products and services that are only viable on a large scale through recombinant DNA
technology. Thus, research on new technologies and bioproducts are so important for the University,
scientists, industry and society itself. However, a minimum infrastructure and already validated standard
operational protocols are needed to allow the development of such activities. In this manner, this project
developed and validated protocols for the Cellular Biotechnology Laboratory and Bioprocess Laboratory,
at the Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Dois Vizinhos, PR, Brazil. The cryopreservation
protocol for Escherichia coli strains DH5a, BL21 and DB3 was defined by comparing the use of glycerol,
mineral oil and stab agar. Moreover, the cellular competency was achieved by chemical induction with
MgCl: - CaCl: and CaCl: solutions, which was validated by the transformation of strains by heat shock.
Finally, we developed a plasmid bank for use in the production of recombinant DNA providing the
institution with a useful structure in the development of genetically modified organisms (GMOs), through
recombinant DNA technology.

Keywords: recombinant DNA, transformation, competence, genetic engineering.
1 INTRODUCAO

A insercdo de um gene exdgeno em um vetor trouxe avangos imensurveis para a sociedade. O primeiro
produto derivado da tecnologia do DNA recombinante foi a insulina a partir de Escherichia coli, que precisava
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ser extraida e purificada de pancreas animais. Contudo, trata-se de um processo de baixo rendimento e alto
custo (BRISTOW, 1993). O DNA recombinante consiste na inser¢cdo de um DNA de interesse em um vetor,
podendo ele ser plasmidial. Posteriormente, 0 DNA recombinante pode ser inserido em qualquer maquinario
celular capaz de transcrever e traduzir a sequéncia, dependendo assim da complexidade da proteina que
originarg, sendo um dos critérios na escolha do organismo portador do DNA recombinante (BLUCHER, 2020).
O organismo mais amistoso para tal finalidade é a Escherichia coli, uma bactéria gram-negativa em formato
de bacilo flagelada, microrganismo importante para biotecnologia e engenharia genética. A E. coli tem um
amplo repertorio de literatura, desde cultivo até producdo de organismos geneticamente modificados (OGM)
(ROSANO; CECCARELLLI, 2014; PONTRELLI et al., 2018; ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019).

Desde a producdo de farmacos, biocombustiveis e biologia sintética, a E. coli fez-se presente (KAUR,;
KUMAR; KAUR, 2018; CORREA et al., 2019). Através da tecnologia do DNA recombinante, ferramentas de
engenharia genética e técnicas de biotecnologia sdo produzidos medicamentos, reagentes, testes diagnosticos,
fibras, polimeros, fermentados, entre outros (BLUCHER, 2020). Desta forma, a E. coli pode ser considerada
essencial para o abastecimento do mercado de produtos oriundos da tecnologia do DNA recombinante por
conta da sua alta demanda. Em vista disso, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas na producéo de
OGM, consequentemente em DNA recombinante.

Na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos, tem-se consolidado grupos de
pesquisa em biotecnologia, por conta do curso de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, pds-graduacdo
em Biotecnologia e especializacdo em Biologia Molecular, em conjunto com as equipes do Laboratério de
Biotecnologia Celular (LACEL) e Laboratério Multiusuario de Analises Bioldgicas e Biologia Molecular
(BioMol). Assim, percebeu-se a necessidade do estabelecimento de protocolos eficientes e simples para o
desenvolvimento destas tecnologias.

Todavia, para se produzir um bioproduto a partir do DNA recombinante precisa-se primeiro um estudo de
bioinformética para se dirigir um ensaio in silico. Em escala in vitro, necessita-se ter em laboratorio cepas
criopreservadas e protocolos eficientes de crescimento para iniciar os estudos. Ademais, para que se tenha um
OGM precisa ter uma transformacdo ou transfeccdo na célula hospedeira, sendo transformacdo para
procariotos e transfeccdo para eucariotos (RESENDE, 2015). Considerando E. coli, para dispor de uma
transformacdo a cepa em uso tem que estar em estado de competéncia, uma condi¢do em que a parede celular
das bactérias se torna mais suscetivel a permitir a entrada de sequéncias de DNA (CALVETE, 2015; CORREA
etal., 2019).

A fim de produzir um DNA recombinante é obrigatdrio a escolha de um vetor, e dependendo do tamanho
do gene de interesse e qual organismo sera modificado o vetor poderd mudar. Dentro os principais vetores
moleculares podemos citar o plasmideo, sequéncias de bacteriéfagos, cosmideo, bacterial artificial
chromossome (BAC) e yeast artificial chromossome (YAC). O vetor plasmidial é o mais utilizado por conta
da sua versatilidade de uso e potencial de modifica¢des, podendo ser elaborada uma rede de genes e interagdes
moleculares, baseando-se em uma engenharia de vetor. Entretanto, com limitagdo ao tamanho do gene a ser
inserido (NORA et al., 2019). Destarte, a implementacdo de um banco de plasmideos em um laboratério que
produz DNA recombinante é fundamental para maximizar a geracdo de tecnologias e produtos.

Contendo cepas competentes e um DNA recombinante, este pode-se ser transformado, ou transfectado a
celula, originando assim o OGM. Para transformacdo em bactérias E. coli 0 método mais utilizado é o por
choque térmico, um método fisico, mas em outras células podem ser usados outros métodos fisicos, como
eletroporacdo ou microinjecdo, e quimicos com lipossomos (OBATA et al., 2009; RESENDE, 2015).
Subsequentemente, precisam ser isoladas as células contendo o DNA exdgeno das que ndo conseguiram, para
isso pode ser usados métodos quimicos e/ou colorimétricos. Para bactérias o mais utilizado é a selecdo com
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antibioticos, pois geralmente os vetores ja conttm em sua sequéncia genes de resisténcia a antibidtico
(RESENDE, 2015). Todavia, precisa se atentar se 0 microrganismo ja apresenta resisténcia a algum antibiético.

Desde a definicdo do que seré pesquisado até a obtencdo de um OGM é necessario passar pelos passos
descritos. Em vista disso, 0 presente projeto prop6s o estabelecimento de procedimentos operacionais padrdo
(POP) para produgdo de OGM, bem como a estruturacdo de um banco de cepas de E. coli competentes e
plasmideos de interesse do laboratério para as atividades de engenharia genética.

2 METODOS

Entre as cepas de Escherichia coli de frequente uso e relato na literatura foram definidas trés. A DHS5a,
BL21(DE3) e DB3.1. O meio de crescimento utilizado é o Luria Bertani (LB), composto por 10 g de triptona,
5 g de extrato de levedura e 10 g de cloreto de sédio para 1 litro de dgua. Para obter o meio LB s6lido foram
adicionados 20 g de agar. As condi¢des de cultivo foram de 37°C e 130 rpm, em Shaker, no caso de meio
liquido. A fim de criopreservar as cepas foram testados o0s seguintes métodos: glicerol (10, 20 e 30%; v/v em
meio LB), 6leo mineral e &gar stab. Na criopreservacdo em glicerol foi utilizada uma cultura liquida das cepas
gue cresceram overnight e adicionado o glicerol nas proporcdes de 10, 20 e 30%, totalizando 1 mL em um
criotubo. O método de dleo mineral foi aplicado em um microtubo contendo meio LB sélido com cultura e
adicionado uma camada de 6leo mineral estéril até cobrir toda a cultura, podendo permanecer a temperatura
ambiente. Por Gltimo, o 4gar stab consistiu em um microtubo com meio LB so6lido onde foi inserida a cultura
por meio alca de platina até a metade do tubo, para a cultura permanecer no interior do meio de cultivo e
mantido a 4°C. Apds 15 dias da criopreservacgdo as culturas foram retiradas do meio crioprotetor e colocadas
para crescer em meio LB liquido a 37°C e 130 rpm. A fim de avaliar a melhor taxa de crescimento foi utilizado
um espectrofotdmetro no comprimento de 660 nm e analisada a absorbancia, usando como branco o meio LB
sem cultura. Os dados obtidos de absorbancia foram analisados por regresséo linear para comparacdo da
inclinagdo das curvas de crescimento (GraphPad Prism). Para comparacdo entre os grupo e verificacdo do
efeito de protocolo, tempo e interacao, foi utilizada ANOVA de duas vias, seguida de pos-teste de Tukey com
5% de nivel de significancia.

Uma vez estabelecido o protocolo para criopreservacdo das cepas, foi estabelecido um protocolo de
indugdo de competéncia para Escherichia coli, de acordo com a infraestrutura disposta. Das culturas
criopreservadas foram utilizadas em torno de 1 uL para crescer em 5 mL de meio LB, overnight a 37°C e 130
rpm. No mesmo tubo, foram adicionados 500 UL de meio LB e que foram incubados por 3 horas nas mesmas
condigdes, para o crescimento atingir sua fase exponencial. A cultura final foi colocada em gelo e incubada
por 10 minutos, e posteriormente transferida para um tubo Falcon de 15 mL ja gelado. O tubo foi centrifugado
a 2700 x g por 10 minutos em uma centrifuga de tubo Falcon. Com a formacéo do pellet descartou-se o
sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com 1,6 mL da solugdo de MgCL (170 mM) - CaCl: (27 mM),
previamente gelada. Apés nova incubacdo por 30 minutos no gelo, o tubo foi centrifugado a 2700 x g por 10
minutos. Removendo o sobrenadante novamente, o pellet foi ressuspendido em 1,6 mL de CaCl. (100mM)
gelado e incubado no gelo por 20 minutos. Por fim, adicionou-se 0,5 mL de glicerol (80%) e foram preparadas
aliquotas de bactérias competentes de 100 puL em criotubos que foram armazenados em -20°C.

Para avaliar o protocolo de competéncia, estabeleceu-se o protocolo de transformacéo. Para isso utilizou-
se 0 plasmideo pX330 que contém o gene Amp, de resisténcia a ampicilina. Para tal, a aliquota de bactérias
competentes foi colocada no gelo para descongelar & qual foram adicionados 2 puL do plasmideo, sendo
incubados por 30 minutos no gelo. Em seguida, o choque térmico foi realizado por 60 segundos em um banho-
maria a 42°C. A células foram novamente incubadas no gelo por 5 minutos. Foram adicionados 900 uL de
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meio LB liquido e as células incubadas em Shaker, por 2 horas a 37°C e 130 rpm. Com finalidade de selecionar
as bactérias transformadas, 200 L da cultura foram colocadas em placas de Petri com meio LB com e sem
ampicilina (200ug/L), sendo incubadas a 37°C em estufa overnight.

Obtendo-se colbnias transformadas, que cresceram no meio com ampicilina, executou-se 0 mesmo
protocolo de transformagdo com a cepas DH5a para os plasmideos: pUCI19, pGL3-Basic, pCS2+ e pBT.
Assim, montando um banco de plasmideos em DH5a podendo ser purificados por kits de purificacdo de
plasmideos, como 0 PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, EUA).

Os procedimentos aqui mencionados foram executados no Laboratério de Biotecnologia Celular e
Laboratério de Bioprocessos, na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de regressdo linear demonstrou diferenca significativa na inclinagdo das curvas de crescimento
bacteriano apds descongelamento de amostras criopreservadas (p=0,0096; Figura 1). Foi observado efeito de
protocolo de criopreservagdo (p=0,0011) e efeito de tempo de crescimento (p<0,0001), mas ndo de interacdo
entre as varidveis independentes (p=0,8464). No po6s-teste de Tukey observou-se que, o glicerol, em todas as
concentracdes utilizadas, teve diferenca significativa comparado ao 6leo mineral (p < 0,05), como também o
glicerol de 10 e 30% com o 4gar stab (p=0,0425 e p=0,0129, respectivamente). Ademais, plotou-se o Gréafico
1, com os desvios-padrdes de cada método, e visualmente constou-se o que foi demonstrado pelo pds-teste
Tukey. Portanto, o uso do glicerol ofereceu os melhores resultados, sendo assim, utilizado para criopreservar
as cepas DH5a, BL21(DE3) e DB3.1. Tal evidéncia se da pelo fato do glicerol ser um excelente inibidor de
formacdo de cristais de gelo no interior das células, uma vez que reduz sua concentragdo, assim, ndo rompendo
a parede celular da bactéria com a redugdo da temperatura (DALCIN, L; LUCCI, 2010).

Gréfico 1 — Turbidez da cultura de E. coli versus os tipos de criopreservacao.
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Fonte: autoria prépria (2021).
O protocolo de competéncia foi eficiente, mesmo sofrendo adaptacGes com a literatura, pois o

laboratério em uso ndo tinha centrifuga de tubo Falcon refrigerada. Mesmo assim, foram obtidas cepas
transformadas pelos métodos aqui listados. Na figura 2 observamos uma placa de Petri com ampicilina onde
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pode se observar uma alta quantidade de colonias de DH5a que se transformaram e expressaram o plasmideo
pX330, consequentemente apresentando resisténcia a ampicilina.

Figura 1 — DHSa resistente a ampicilina.

Fonte: autoria prépria (2021).

Ademais, foi avaliado também se as cepas em estudo ja ndo continham resisténcia a ampicilina, assim
as bactérias competentes foram repicadas em placas de Petri com ampicilina sem passar pelo processo de
transformagao. Como evidenciado na figura 3, a cepa DH5a indicada como L2 (esquerda) e a cepa BL21(DE3)

como L1 (direita) cresceram na placa com ampicilina apenas as transformadas, indicado com “trans”, e as que
nédo sdo transformadas estdo indicadas por “fi trans”.

Figura 2 — E. coli em placa contendo ampicilina.

Fonte: autoria propria (2021).
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Baseado nisso, o laborato6rio ja conta com cepas competentes e um banco de plasmideos listados,
estando em desenvolvimento a manipulacdo dos mais seguintes plasmideos: pDonor, PB-CAG cddb, PB-Rfa,
pGL3-Control, PB-RN (PB-rtTA-neomycin).

4 CONCLUSAO

No presente trabalho foi realizado o estabelecimento de protocolos indispensaveis para clonagem
molecular, oportunizando para o grupo de pesquisa o desenvolvimento de novas tecnologias que faz uso de
DNA recombinante, assim sendo, uma base laboratorial consolidada e validada para aqueles que querer
explorar ao maximo esta tecnologia com protocolos simples.
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